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Lehrbuch 
der theoretischen Physik 


Von Walter Weizel, o. Professor der Physik an der 
Universität Bonn. Zweite verbesserte Auflage. 


Vor kurzem erschien: 


Zweiter Band: Struktur der Materie 


Mit 268 Abbildungen. XV, 988 Seiten Gr.-8°. 1958. 
Ganzleinen DM 88.— 


» «+.» Es hat nicht nur historischen Sinn, der Gesamtheit der älteren 
„klassischen‘‘ Teilgebiete der Physik ein neues Feld, die Physik 
der Materie, gegenüberzustellen. Sinngemäß müßte man an die 
Spitze zuerst die Gesetze des Geschehens an der Materie stellen, 
d.h. eine systematische Quantentheorie entwickeln. Dann müßte 
man eine Theorie der Bausteine der Materie entwerfen, also der 
Elektronen, Positronen, Protonen, Neutronen, Mesonen usw. 
Darauf sollte sich die Theorie der Atomkerne aufbauen, an die sich 
folgerichtig die Behandlung der Atomhülle schließen könnte, also 
das Gebiet, welches man als Atomtheorie schlechthin zu bezeichnen 
pflegt. Die Atomtheorie wäre in eine Theorie der Moleküle und der 
chemischen Bindung fortzuführen, um endlich mit der Struktur 
der festen und flüssigen Körper einen Abschluß zu erzielen. Ein 
derartiges systematisches Verfahren ist heute noch schwierig. 
Der Untergrund des Gebäudes ist noch unsicher, weil die Theorie 
der Elementarteilchen noch manche ungelöste Probleme birgt. Es 
ist natürlich, daß die physikalische Forschung zu den Grund- 
problemen, d.h. zu der Struktur der Elementarteilchen erst all- 
mählich vordringt und daß auch die,Theorie der Atomkerne noch 
unvollständig ist. Es bleibt uns also nichts übrig, als das gut 
gesicherte Gebiet der Atomhülle an den Anfang zu setzen und es 
zum Muster für die Untersuchung verwickelterer Strukturfragen 
an Molekülen und an festen und flüssigen Körpern zu machen... “ 


Früher erschien: 


Erster Band: Physik der Vorgänge 


Bewegung, Elektrizität, Licht, Wärme. 
Mit 283 Abbildungen. XVI, 804 Seiten Gr.-8°. 1955. 
Ganzleinen DM 69.60 


Ausden Besprechungen der ersten Auflage: „... Das Werk 
ist gedacht als Lehrbuch für mittlere und höhere Semester. Dem- 
entsprechend ist von mathematischen Hilfsmitteln ein sehr maß- 
voller Gebrauch gemacht; schwierigere Einzelteile sind besonders 
gekennzeichnet. Das Verständnis der Entwicklungen und der 
Gebrauch als Nachschlagewerk wird außerordentlich erleichtert 
durch die zusammenfassenden Inhaltsangaben und Bezeichnungs- 
tafeln, die fast jedem einzelnen Paragraphen vorangestellt sind, 
ein nachahmungswertes Beispiel! Es versteht sich, daß bei einem 
einbändigen Lehrbuch der ganzen phänomenologischen Theorie 
die Auswahl beschränkt, die Darstellungen teils knapp gehalten 
und auf das Wesentliche konzentriert werden mußten. Das ist 
aber so gut geschehen, daß trotzdem der Eindruck entstanden ist, 
das Werk greife in jeder Beziehung ins Volle, angefangen von der 
Vielseitigkeit des Stoffes, der Fülle der Beziehungen zur Praxis 
in Beispielen und Formulierungen bis hin zu den erwähnten Nach- 
schlagehilfen und den gut durchdachten Bezeichnungen ...; 
besonders hervorzuheben sind zahlreiche Betrachtungen grund- 
sätzlicher Art über das Wesen einer physikalischen Theorie, die 
Bedeutung von Modellen, die jeweils eingenommenen Standpunkte 
und benutzten Schlußweisen, die dafür sorgen, daß nirgends ein 
nur oberflächliches Wissen angebaut wird...“ 


Zeitschrift für angewandte Physik 
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Partielle Anaerobiose der Krebszellen und Wirkung 
der Röntgenstrahlen auf Krebszellen*) 
Von OTTO WARBURG (Berlin-Dahlem) 


unter Mitwirkung von KARLFRIED GAWEHN, AUGUST-WILHELM GEISSLER, WALTER SCHRÖDER, 
HANS-SIEGFRIED GEWITZ und WOLFGANG VOLKER 


Ich möchte Ihnen zunächst zeigen, wie groß die 
Unterschiede zwischen dem normalen Stoffwechsel und 
dem Krebsstoffwechsel sind. In Fig. 1 sehen Sie ein 
Manometriegefäß, das 
eine Suspension von Zel- 
len enthält. Im Gasraum 
befindet sich Sauerstoff 
mit 5 Vol.-% Kohlen- 
säure. Gefäß und Mano- 
meter werden bei 38° 
schnell in horizontaler 
Richtung hin- und her- 
bewegt. Atmen die Zel- 
len, so entstehen nega- 
tive Drucke. Gären die 
Zellen, so treibt die 
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Kurve VJI des Bildes aufmerksam, die von normalen 
embryonalen Zellen herrührt und die zeigt, daß nor- 
male Zellen, auch wenn sie schnell wachsen, negative 
Drucke geben. 

In der Literatur wird noch heute öfters behauptet, 
daß die weißen Blutzellen Krebsstoffwechsel haben. 
Das stimmt nicht. Weiße Blutzellen haben lediglich 
die Besonderheit, daß sie gegen Abkühlung, gegen 
Zusammenzentrifugieren, vor allem aber gegen Über- 
tragung in Salzlösungen empfindlich sind und dann 
durch Entkoppelung der Atmung aerob gären. Fig. 3 
zeigt einen Versuch, bei dem der Stoffwechsel der 
weißen Blutzellen unter physiologischen Bedingungen 
mit der 2-Gefäßmethode gemessen wurde. Die ausge- 
zogenen Kurven rühren von den weißen Blutzellen her 
und liegen im negativen Druckgebiet. Die gestrichel- 
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Fig. 2. Manometrie von normalen Zellen und Krebszellen. Kleines Gefäß. v= 16,1 cm?; vp = 7 cm’. 
Krebszellen und normale Körperzellen in homologem, mit Milchsäure angereichertem Serum. Je 10mg 


Zellen (Trockengewicht). 38°. 5 Vol.-% CO,—O,. I Mäuseascites-Krebszellen. JJ Rattengehirn (Mark). 


III Mäuse-Uterus (nicht geschnitten). IV Ratten-Niere (Mark). V Ratten-Milz. VI Ratten-Gehirn 


Fig. 1. Manometriegefäß zur Mes- (Rinde). VII Mäuse-Chorion. 


VIII Ratten-Leber. IX Ratten-Niere (Rinde + Mark). X Ratten- 


sung des Stoffwechsels der Krebs- Netzhaut. — Fig. 3. Manometrie von Leukocyten und von Krebszellen. A Ascitesstoffwechsel, 


zellen und der normalen Zellen 


Gärungsmilchsäure Kohlensäure aus dem Bikarbonat 
des Serums aus, und es entstehen positive Drucke. 
In Fig. 2 sind die hierbei beobachteten Druck- 
änderungen, die je 10 mg Gewebe in 1 Std erzeugen, 
als Funktion der Zeit eingetragen. Alle normalen 
Zellen erzeugen in unserem Versuchsgefäß negative 
Drucke, da sie nur atmen und nicht gären, z.B. 
Gehirn, Uterus, Niere, Milz, Chorion, Leber. Die 
Krebszellen und nur sie alleine erzeugen in dem glei- 
chen Gefäß positive Drucke. Ich mache besonders auf 
*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 
Deutscher Naturforscher und Ärzte am 1. Oktober 1958in Wiesbaden. 
Naturwiss. 1959 


L Leukocytenstoffwechsel (je 10 mg Zellen) 


ten Kurven, die im positiven Druckgebiet liegen, 
sollen zeigen, was man finden wiirde, wenn es wahr 
wire, daB die weiBen Blutzellen Krebsstoffwechsel 
haben. 

Wahrscheinlich gibt es keine Ausnahme von der 
Regel [7], daß alle normalen Körperzellen nur atmen 
und nicht gären, während alle Krebszellen gären. Ins- 
besondere das normale Wachstum der Körperzellen 
ist ein streng aerober Vorgang, der bereits durch die 
geringsten Hemmungen der Atmung gestört wird, 
während das Wachstum der Krebszellen ein partiell 
anaerober Vorgang ist. 
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Die Natur- 
wissenschaften 





Entdifferenzierung durch Gärung 


Gärung ist die energieliefernde Reaktion des Lebens 
gewesen zu einer Zeit, als die Erdatmosphäre noch 
keinen Sauerstoff enthielt. Gärung ist eine gröbere 
Art von biologischer Energieproduktion als Atmung, 
da die Gärung zur Produktion der gleichen Energie- 
menge rund 10mal soviel Substanz braucht wie die 









VER 
VerschlieBbare Züchtungsflasche von 1 Liter Inhalt für 
aerobe und anaerobe Versuche 


Fig. 4. 


Atmung. Wahrscheinlich deshalb ist die Natur im 
Lauf der Entwicklung von der Gärung zur Atmung 
übergegangen, und nur die niedersten Lebewesen sind 
bei der Gärung geblieben. Aber noch immer enthalten 
alle Lebewesen latent die Fähigkeit zu gären, die sofort 
manifest wird, wenn man atmenden Zellen den Sauer- 
stoff entzieht. So kann man alle atmenden Zellen 
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Fig. 5. Manometrie von in vitro gewachsenen und nicht gewachsenen 
Nierenzellen. Aerobe Bedingungen. Je 10 mg Zellen (trocken) pro 
Gefäß. Negative Drucke: Nierenzellen nach O0 Tagen Kultur, 
Qo, =—12; Oo =0. Positive Drucke: Nierenzellen nach 16 Tagen 
Kultur. Qo, =— 7; OQP=+15 


durch Entziehung des Sauerstoffs zwingen, wieder zu 
gären. Tut man das, z.B. indem man atmenden Hefe- 
zellen den Sauerstoff entzieht, so verlieren sie, wie 
bereits PASTEUR fand, an Struktur, an Differenzie- 
rung. Entsprechend und noch mehr werden die hoch- 
differenzierten Körperzellen, wenn sie zur Gärung 
gezwungen werden, ihre hohe Differenzierung einbüßen 
und zu den niederen Formen des Lebens zurück- 
kehren. So erklärt die Energetik, warum die gärenden 
Krebszellen ungeordnet und unbeschränkt wachsen, 
wie die niedersten Lebenwesen. 


Carcinogenese in vitro 
Wenn wir sagen, daß die normalen Körperzellen 
nur atmen und nicht gären, so müssen wir die Ein- 


schränkung machen, daß die normalen Zellen im Kör- 
per gewachsen sein müssen, und zwar aus folgendem 
Grund: Wurden Herzfibroblasten nach ALEXIS CARELL 
außerhalb des Körpers gezüchtet und wurde nach 
längerer Züchtung der Stoffwechsel gemessen, so 
fanden wir [2] keinen normalen Stoffwechsel, sondern 
den Gärungsstoffwechsel der Krebszellen. Der Stoff- 
wechsel der normalen Zellen schien also verschieden 
zu sein, je nachdem sie im Körper oder außerhalb 
des Körpers gewachsen waren, ein unverständliches 
Ergebnis zu einer Zeit, als noch niemand zu vermuten 
wagte, daß man normale Zellen in Krebszellen um- 
wandeln kann einfach dadurch, daß man die normalen 
Zellen einige Zeit außerhalb des Körpers züchtet. 


Heute ist die Entstehung der Krebszellen bei der 
in-vitro-Kultur allbekannt. Vor 5 Jahren fanden 
GOLDBLATT und CAMERON [3], daß Herzfibroblasten, 
wenn sie nach jahrelanger in-vitro-Kultur in den 
Körper zurückgepflanzt werden, nicht als Herzfibro- 
blasten weiterwachsen, sondern als Krebszellen. SAND- 
FORD, LIKELY und EARLE [4] haben dieses Ergebnis 
in großen Versuchsreihen und für andere Zellarten 
in einem solchen Umfang bestätigt, daß man heute 
Krebszellen aus normalen Zellen durch in vitro-Kultur 
in industriellem Maßstab züchten kann. 


Die Gärung der in vitro wachsenden Zellen, die 
für Carell-Kulturen in Dahlem, für Earle-Kulturen in 
Bethesda von BURK und für Dulbecco-Kulturen in 
Dahlem nunmehr festgestellt worden ist, ist also heute 
kein Widerspruch mehr gegen den Zusammenhang 
zwischen Gärung und Krebs, sondern im Gegenteil, 
sie ist ein neuer und unabhängiger Beweis dafür ge- 
worden. Denn die in vitro wachsenden Zellen sind 
keine normalen Zellen mehr, sondern sie sind Krebs- 
zellen oder Zellen, die in Umwandlung zu Krebszellen 
begriffen sind. 


Anstieg der Gärung 


Wenn es nunmehr feststeht, daß sich bei der in- 
vitro-Kultur normale Zellen in Krebszellen umwan- 
deln, so ist offenbar hier eine Methode gegeben, mit 
der man den zeitlichen Verlauf der Krebsentstehung, 
unter einfachen experimentellen Bedingungen, unter- 
suchen kann. Wann erscheint im Lauf der Carcino- 
genese die große Gärung? ist die erste Frage gewesen, 
die wir uns bei diesen Untersuchungen vorgelegt haben. 

Als Züchtungsmethode haben wir dabei an Stelle 
der alten Carell-Methode die neue Methode von 
DuLBecco-VoerT [5] gewählt, weil sie schnell die für 
Stoffwechselmessungen nötigen großen Zellmengen 
liefert. Bei dieser Methode wird normales Körper- 
gewebe, z.B. Nierengewebe, mit Trypsin in Einzel- 
zellen aufgeteilt. Die erhaltenen Zellsuspensionen 
werden in flachen Ein-Literschalen (Fig. 4) in den 
Brutschrank gestellt, wo ein Teil der Zellen frei- 
schwebend in der Flüssigkeit bleibt und nicht wächst, 
während ein anderer Teil am Glasboden anwächst 
und bald den ganzen Glasboden mit einer dünnen 
Schicht neugewachsener Zellen bedeckt. 

Mißt man nach 1 bis 2 Wochen den Stoffwechsel 
derartiger Kulturen, so findet man [1b], daß die nicht 
angewachsenen Nierenzellen den normalen Nieren- 
stoffwechsel, also Atmung ohne Gärung, beibehalten, 
bis sie allmählich absterben. Niemals haben wir in 


den nicht angewachsenen Zellen den geringsten An- 
stieg der Gärung gefunden. Mißt man aber den Stoff- 
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wechsel derjenigen Zellen, die am Glasboden ange- 
wachsen sind, so findet man immer eine erhebliche 
Gärung. 

Wie sich dieser Umschlag des Stoffwechsels von 
Atmung zu Gärung experimentell bei der Manometrie 
auswirkt, soll Ihnen ein Bild (Fig. 5) zeigen, in dem 
die beobachteten Druckänderungen als Funktion der 
Zeit eingetragen sind, wiederum negative Drucke nach 
unten und positive Drucke nach oben. Die unteren 
Kurven, also die negativen Drucke, rühren von den 
eingesäten Nierenzellen her, ihr Stoffwechsel ist ein 
reiner Oxydationsstoffwechsel. Die oberen Kurven, 
also die positiven Drucke, rühren von den am Glas- 
boden angewachsenen Zellen her, ihr Stoffwechsel ist 
nahezu der Stoffwechsel von Krebszellen. 


Trotz vieler Versuche haben wir bisher keine in 
vitro gewachsenen Zellen gefunden, die nicht gären, 
so daß wir annehmen müssen, daß die Gärung sofort 
da ist, wenn das Wachstum in vitro da ist. Offenbar 
gehört die Gärung untrennbar zu dem Wachstum 
in vitro, ebenso wie die reine Atmung, ohne Gärung, 
untrennbar zu dem normalen Wachstum im Körper 
gehört. Bedenkt man dabei, daß das Wachstum in 


vitro kein normales Wachstum ist — Nierenzellen 
wachsen ja nicht zu Nierengewebe heran, sondern zu 
einer formlosen Masse von Zellen —, so können wir 


unser Ergebnis auch so ausdrücken: Reine Atmung, 
ohne Gärung, ist das Attribut des geordneten Wachs- 
tums, Gärung ist das Attribut des ungeordneten 
Wachstums, überall und immer, im Körper wie in 
vitro. 

Die alte Frage aber, was früher da ist, die Gärung 
oder der Krebs, ist nunmehr endgültig zugunsten der 
Priorität der Gärung entschieden. Denn die in vitro 
ungeordnet wachsenden gärenden Zellen sind zunächst 
noch keine Krebszellen, da sie bei der Rückimpfung 
in den Testtieren nicht weiterwachsen. 


Abfall der Atmung 


Zum Krebsstoffwechsel gehört nicht nur die große 
Gärung, sondern auch die zu kleine Atmung. Nachdem 
wir gefunden hatten, daß die Gärung sofort mit dem 
Wachstum in vitro erscheint, haben wir weiterhin 
untersucht, wann und unter welchen Umständen die 
zu kleine Atmung erscheint. 


Nierenzellen, deren Stoffwechsel bei der Einsaat 
gemessen worden war, wurden auf zwei Zuchtflaschen 
verteilt, von denen die eine Sauerstoff und die andere 
an Stelle des Sauerstoffs Argon im Gasraum enthielt. 
Nach 8-tagiger in-vitro-Kultur wurde der Stoffwechsel 
der gewachsenen Zellen gemessen. Die Ergebnisse [Jc] 
sind in Tabelle 1 zusammengestellt. 


Tabelle 1. Einfluß des Sauerstoffs bei der in-vitro-Kultur 
Stoffwechselquotienten Q 
Impfzellen 
Atmung — 10,8 
Aerobe Gärung 0 
Anaerobe Gärung + 4 
ER NE EN 
Nach 8-tägiger Kultur Nach 8-tagiger Kultur 


in Sauerstoff in Argon 
Atmung — 10,5 Atmung — 3,3 
Aerobe Gärung + 11,9 Aerobe Gärung +20 
Anaerobe Garung +29 Anaerobe Gärung + 30 


Vergleichen wir zunächst die in Sauerstoff ge- 
wachsenen Zellen mit der Einsaat, so sehen wir, daß 
nach 8 Tagen, wenn die Atmung entkoppelt und die 
große Gärung bereits da ist, die Atmung noch ebenso 
hoch ist wie bei der Einsaat, nämlich 10. Der Abfall 
der Atmung erfolgt also nicht vor dem Anstieg der 
Gärung, sondern nachher. 

Das zweite Ergebnis ist, daß Mangel an Sauerstoff 
den Abfall der Atmung beschleunigt. Denn nach 
8 Tagen, wenn in der aeroben Kultur die Atmung 
bereits entkoppelt, aber noch unverändert hoch ist, 
ist die Atmung in der anaeroben Kultur bereits auf ein 
Drittel des Normalwerts gesunken. 


Abfall der Katalase 


Zu den Fermenten der Atmung gehört, chemisch 
und funktionell, das Ferment Katalase, dessen Wir- 
kungsgruppe Eisen ist und das Wasserstoffperoxyd in 
Wasser und Sauerstoff spaltet 


Auch dieses Ferment [Jc] nimmt bei der in-vitro- 
Kultur der Nierenzellen ab, und zwar viel stärker als 
die Atmung. Nach Tabelle 2 sinkt der Gehalt der 
Nierenzellen an Katalase bei 8tagiger Kultur auf !/ 
des Normalwerts, während nach Tabelle 4 die Atmung 
in der gleichen Zeit nur auf!/, des Normalwerts sinkt. 
Der Katalaseabfall ist also als Test des Stoffwechsel- 
umschlags weit empfindlicher als der Atmungsabfall 
und wird in Zukunft als Test eine Rolle spielen. 

In Klammern ist in Tabelle 2 der Katalasegehalt 
von Asciteskrebszellen verzeichnet, das sind Krebs- 
zellen, die seit vielen Jahrzehnten im Körper der Maus 


Tabelle 2. Abfall der Katalase bei der in vitro-Kultur 





Katalasegehalt 
in willkürlichen Einheiten 





Nierenzellen bei der Einsaat . . . 1000 
Nierenzellen nach 8-tägiger Kultur. 20 
(Ascites-Krebszellen) ...... (1) 


geziichtet worden sind. Der Katalasegehalt dieser 
extrem virulenten Krebszellen ist so niedrig, daB er 
fast zu vernachlässigen ist. 

Der sehr niedrige Katalasegehalt [14] der Krebs- 
zellen, der fiir das folgende wichtig ist, ist nur ein 
anderer Ausdruck dafür, daß die Krebszellen zu den 
Anaerobiern gehören. Obligat anaerobe Bakterien 
haben keine Katalase und gehen deshalb, wenn man 
sie an die Luft bringt, an Wasserstoffperoxydvergiftung 
zugrunde. 


Letzte Phase 


Wenn bei der Carcinogenese in vitro das unge- 
ordnete Wachstum erschienen ist sowie die Entkop- 
pelung der Atmung, der Anstieg der Gärung, der Ab- 
fall der Atmung, der Abfall der Katalase, kurz wenn 
die biochemischen Attribute der Krebszellen erschie- 
nen sind, so wachsen trotzdem diese Zellen bei der 
Rückimpfung auf Tiere nicht weiter, sondern sie müs- 
sen noch Monate, oft Jahre in vitro weitergezüchtet 
werden, bis die Rückimpfung erfolgreich ist und bis 
dadurch bewiesen ist, daß die Zellen zu Krebszellen 
geworden sind. Was geschieht in dieser letzten langen 
Phase der Carcinogenese ? 
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Die Antwort ist, daß die jungen in-vitro-Kulturen 
bei der Rückimpfung von den Cytolysinen der Test- 
tiere aufgelöst werden und daß erst nach langer in- 
vitro-Kultur die notwendige Resistenz gegen die 
Cytolysine entwickelt wird. Die Entwicklung dieser 
Resistenz und nichts anderes ist die lange Phase der 
Carcinogenese. Daß diese Phase tatsächlich in das 
Gebiet der Immunochemie gehört, wird dadurch be- 
wiesen, daß man, wie von H. W. TooLan sowie von 
JOERGEN FoGH gefunden worden ist [10], die lange 





Fig. 6. Manometrisches Röntgenaktinometer. R Röntgenröhre 
Phase der Carcinogenese abkürzen kann, in dem man 
die Abwehrkräfte der Testtiere durch große Dosen von 
Cortison oder von Röntgenstrahlen schwächt. 


Anwendung 

Wozu sind solche Arbeiten gut? Was nützt es uns, 
wenn wir die Krebsentstehung in Phasen zerlegen 
können oder wenn wir wissen, daß die Krebszellen par- 
tielle Anaerobier sind? Ich möchte diese Frage an 
einem Beispiel beantworten und dabei von dem 
Katalasemangel der Krebszellen ausgehen, der eine 
Folge der Anaerobiose der Krebszellen ist. 

Man kann leicht zeigen [1d], daß Krebszellen wegen 
ihres Katalasemangels empfindlicher gegen Wasser- 
stoffperoxyd sind als normale Körperzellen. Gibt man 
gleiche Mengen von Wasserstoffperoxyd zu Krebs- 
zellen und zu normalen embryonalen Zellen, so ist 
nach 4 Std der Stoffwechsel der Krebszellen ver- 
schwunden, während der Stoffwechsel der embryona- 
len Zellen noch vollständig erhalten ist. Da man nun 


weiß, daß Röntgenstrahlen in Wasser, bei Gegenwart 
von Sauerstoff, Wasserstoffperoxyd bilden nach der 
Bilanzgleichung 


so lag die Idee nahe, daß Röntgenstrahlen, das wirk- 
samste Krebstherapeutikum der heutigen Medizin, die 
Krebszellen durch nichts anderes schädigen als durch 
Wasserstoffperoxyd, und zwar selektiv, weil die Krebs- 
zellen weniger Katalase enthalten als normale Zellen. 


Wirkung der Röntgenstrahlen 


Zur Prüfung dieser Idee haben wir die Wirkung 
der Röntgenstrahlen auf Krebszellen mit einer neuen 
Anordnung untersucht [7] (Fig. 6). Ein Manometrie- 
gefäß, das die zu bestrahlende Flüssigkeit enthält, 
wird horizontal schnell hin und her bewegt, während 
von unten durch den Glasboden die Röntgenstrahlen 
eintreten. Die bestrahlte Flüssigkeit ist zunächst eine 
saure Lösung von Ferrosulfat, das bei Bestrahlung 
zu Ferrisulfat oxydiert wird. Da man weiß [8], [9], 
wieviel Strahlenenergie notwendig ist, um 1 umol Eisen 
zu oxydieren, so ergibt die Bestimmung des oxydierten 
Eisens die absorbierte Strahlenenergie. Ersetzt man 
dann die Eisenlösung durch eine Suspension von Krebs- 
zellen und bestrahlt genau wie vorher — gleichlang, 
mit gleicher Schüttelgeschwindigkeit —, so erhält man, 
trotz komplizierter geometrischer Bedingungen, die 
beim biologischen Versuch absorbierte Strahlen- 
energie. 

Als Maß der Strahlenwirkung auf Krebszellen ist 
oft die Wachstumshemmung benutzt worden, die je- 
doch ein langwieriger und quantitativ ungenauer Test 
ist. Wir wählten statt dessen die Gärungshemmung, 
deren genaue Messung nur 1 Std beansprucht. Sind 
dabei die Krebszellen in geringer Dichte und in Ringer- 
lösung suspendiert, so genügt eine Strahlendosis von 
einigen 1000 r-Einheiten (etwa 1/19) g-cal pro cm?), um 
die Gärung um 50% zu hemmen. Erhöht man die 
Dichte der Zellen oder ersetzt man die Ringerlösung 
durch Serum, so braucht man viel größere Strahlen- 
dosen zur Hemmung der Gärung; noch größere Dosen 
braucht man, wenn man vor der Bestrahlung den 
Sauerstoff entfernt. Alle diese Beeinflussungen der 
Strahlenempfindlichkeit sind ohne weiteres verständ- 
lich, wenn man annimmt, daß die Strahlenwirkung eine 
indirekte ist und über das Wasserstoffperoxyd geht. 

Der Beweis dafür wurde auf zwei Arten erbracht. 
Wurde zu den Krebszellen vor der Bestrahlung che- 
misch reine Katalase in sehr kleiner Menge gegeben, so 
sank die Strahlenempfindlichkeit erheblich ab (Ta- 
belle 3). 


Tabelle 3. Hemmung der Strahlenwirkung durch Katalase 





+ 1,4 y Katalase 
pro cm® 


+7 y Katalase 


Ohne Katalase A 
| pro cm 





Gärungs- 
hemmungen 88 % 29 % 17% 

Daß die Katalase hier die Strahlenwirkung nicht 
vollständig hemmt, rührt daher, daß die Katalase 
nicht in die Krebszellen eindringt und außen das 
Wasserstoffperoxyd nicht so schnell zersetzen kann, 
daß nichts davon in die Zellen diffundiert. 

Bei der zweiten Versuchsanordnung wurde zu- 


nächst das von den Strahlen in der Zellsuspension 
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gebildete Wasserstoffperoxyd gemessen und so die 
, Strahlendquivalente Menge‘ an Wasserstoffperoxyd 
bestimmt. Wurden die Krebszellen dann entweder 
bestrahlt oder wurde an Stelle der Bestrahlung die 
strahlenäquivalente Menge an Wasserstoffperoxyd 
zugesetzt, so wurde beidemale die gleiche Gärungs- 
hemmung gefunden (Tabelle 4). 


Tabelle 4. Gärungshemmung durch Bestrahlung oder durch die strahlen- 
äquivalente Menge Wasserstoffberoxyd 





Bestrahlungszeiten. . . . . 23 4’ | 6’ | 8’ 
Gärungshemmungen 81% 95% 


Bestrahlungszeiten . . . . . ı ‚o’ 0’ 0’ 
Gärungshemmungen durch das 
strahlenäquivalente H,O, . . 


60% 83 % 91% 

Wir fanden also, daß die Bestrahlung vollständig 
ersetzt werden kann durch die strahlenäquivalente 
Menge an Wasserstoffperoxyd, womit bewiesen war, 
daß die Strahlen nur durch das Wasserstoffperoxyd 
wirken. Dies gilt natürlich zunächst nur für den Vor- 
gang, für den es gefunden worden ist, für die Gärung 
der Krebszellen. Aber überall, wo Sauerstoff für die 
Strahlenwirkung notwendig ist, wird man in Zukunft 
den Weg über das Wasserstoffperoxyd für wahrschein- 
lich halten müssen. Es kommt dabei nicht darauf an, 
ob die notwendigen Strahlendosen groß oder klein 
sind. 


Strahlentherapie 


Für die Strahlentherapie aber ergibt sich, daß die 
Strahlenempfindlichkeit der Krebszellen sehr er- 
heblich steigen müßte, wenn man während der Be- 
strahlung die roten Blutzellen fernhalten könnte, die 
eine enorme Menge von Katalase enthalten. Die be- 
strahlten Körperteile müßten also während der Be- 
strahlung mit einer Flüssigkeit durchströmt werden, 
die frei von roten Blutzellen wäre und trotzdem über- 
schüssigen Sauerstoff enthielte — keine leichte, aber 
bei dem heutigen Stand der Durchströmungstechnik 
keine unlösbare Aufgabe. Die normalen Zellen würden 


dabei nicht in gleichem Maße strahlenempfindlicher 
werden, da sie ja selbst reichlich Katalase enthalten. 

Hier also haben Sie ein Beispiel einer möglichen 
Anwendung. Oder einige andere Beispiele: DEAN 
Burk [11] findet, daß alle Chemotherapeutika des 
Krebses, in therapeutischen Dosen, die Gärung der 
Krebszellen hemmen. — HeEtmMuT Hoızer [12] 
findet, daß Chemotherapeutika des Krebses wie E 39 
der Farbwerke Bayer die Konzentration des Nikotin- 
säureamids in den Krebszellen herabdrücken. Nikotin- 
säuremid aber, 1934 in Dahlem entdeckt, ist bekannt- 
lich die Wirkungsgruppe der wasserstoffübertragenden 
Gärungsfermente. — CHARLES HuGGIns und PAuL 
TALALAY [13] finden, daß das Sexualhormon Oestron 
die Bindung des Nikotinsäureamids in einer solchen 
Weise verschiebt, daß die Gärung fallen und die At- 
mung steigen könnte. 

So erkennt man die zukünftige Grundlage der 
Chemotherapie des Krebses. Es wird die Anaerobiose 
der Krebszellen sein. 
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Struktur und Funktion der Kerne tierischer Zellen *) 


Von Kurt FELIX, Frankfurt a. M. 


Die Histologen haben uns schon in unserer Studien- 
zeit gelehrt, daß der Kern die Funktionszustände 
seiner Zelle mit Änderungen der Lage, Größe, Gestalt 
und Färbbarkeit begleitet und daß er ein sehr wichti- 
ger, ja vielleicht der wichtigste Bestandteil einer 
Zelle ist. 

Das ist vor kurzem durch elegante Versuche von 
GOLDSTEIN und PLAUT [1] in Berkeley bestätigt wor- 
den. Sie haben aus Amöben (A. proteus) die Kerne 
herausgenommen. Das übriggebliebene Zytoplasma 
starb nach einiger Zeit ab. Wenn sie ihm aber den 
Kern einer anderen Amöbe einpflanzten, dann lebte 
die renucleierte Amöbe weiter und vermehrte sich wie 
eine normale. 

Der Kern ist gleichsam der Chef der Zelle; er 
arbeitet selbst nicht allzu viel, doch sorgt er dafür, 


*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 
Deutscher Naturforscher und Ärzte am 1. Oktober 1958 in Wies- 
baden, 


daß das Zytoplasma seine Aufgaben ordentlich und 
pünktlich erfüllt. Wenn aber an seiner inneren Struk- 
tur etwas gestört ist, dann bleibt er wohl noch der 
Chef, aber der Betrieb der Zelle gerät in Unordnung. 


Die Kerne sehen im wesentlichen gleich aus und 
unterscheiden sich je nach ihrer Herkunft nur in 
Einzelheiten. Ich möchte Ihnen nun eine kurze Über- 
sicht über das geben, was man heute vom chemischen 
Aufbau eines tierischen Zellkerns und seinen Beziehun- 
gen zur Funktion der Zelle weiß. Das Material an 
Beobachtungen und Befunden, das ich aus der Lite- 
ratur zusammengetragen habe und das wir selbst bei- 
gesteuert haben, möchte ich dem Kreislauf des Lebens 
folgend ordnen, also mit den Kernen der Gameten 
beginnen, dann ihren Übergang in die somatischen 
Zellkerne diskutieren, weiter die Zusammensetzung 
und Funktion dieses somatischen Zellkerns analysieren 
und schließlich an einfachen Beispielen den Vorgängen 
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nachgehen, die sich abspielen, wenn aus den somati- 
schen Zellkernen wieder die der Generationszellen ent- 
stehen. 

Das Leben eines Individuums beginnt, wenn sich 
der Kern eines Spermatozoons mit dem einer Eizelle 
vereinigt. 

Über die Kerne der Eizellen wissen wir noch sehr 
wenig, weil sie noch niemand rein und in so genügender 
Menge dargestellt hat, daß sie zuverlässig analysiert 
werden konnten. Etwas mehr weiß man vom Kern der 
Spermien. Nach biologischen Überlegungen sollte der 
Eikern das gleiche Material enthalten, vielleicht nur 
etwas anders — vor allem lockerer — angeordnet. Der 
Kern in den Spermien der höheren Säugetiere ist sehr 








DER 


Bachforelle Bachsaibling 


Fig. 1. Aminosäuremuster einiger Protamine 


schwer zu isolieren. Wir haben es bis jetzt vergeblich 
an den Bullenspermatozoen versucht. Ihren Kopf 
umgibt eine sehr derbe Hülle, die man nicht lösen oder 
sonstwie zerstören kann, ohne gleichzeitig den Kern 
zu schädigen. 


Die Kerne der Fischspermien 


Am leichtesten sind die Kerne der Fischspermien 
zu erhalten. Man verdünnt die frisch abgestreifte 
Milch mit viel destilliertem Wasser, homogenisiert 
kurz in einem Multimix und zentrifugiert. Das Sedi- 
ment enthält die Kerne. Sie werden auf der Zentrifuge 
so lange mit destilliertem Wasser gewaschen, bis die 
Reaktion auf Tryptophan negativ ist. Dann ist das 
Zytoplasma vollständig entfernt. Bei dieser Behand- 
lung büßen die Kerne nichts von ihrer biologischen 
Potenz ein [2]. 

Die Kerne der Fischspermien sind sehr einfach 
zusammengesetzt und bestehen nur aus Nucleoprot- 
amin. Das ist ein Salz von Protamin mit Desoxyribo- 
nucleinsäure (DNS). 


Die Protamine 
Die Protamine sind sehr einfach aufgebaute 
Proteine, die nur wenige Aminosäuren enthalten, 
unter denen die basischen, vor allem das Arginin, bei 


weitem überwiegen. Die basischen verhalten sich zu 
den Monoaminosäuren ungefähr wie 2:1. 

Wir haben die Protamine von sieben verschiedenen 
Fischarten analysiert [3]. Ich will Ihnen nur von 
vieren die Ergebnisse der Analyse in einfachen Sche- 
mata vorführen. Die Fläche des Kreises ist in ver- 
schiedene Sektoren eingeteilt, deren Größe dem mole- 
kularen Verhältnis der Aminosäuren entspricht. Jede 
Aminosäure ist durch eine besondere Schraffur ge- 
kennzeichnet (Fig. 1). 

Auf den ersten Blick fällt sofort der große kreuz- 
weise schraffierte Sektor des Arginins auf, der die 
Protamine zu einer ziemlich einförmigen Gruppe von 
Proteinen stempelt. Die Unterschiede kommen erst bei 
den Monoaminosäuren zum Vorschein. Ich glaube, 
daß die Aminosäuremuster, die Sie hier sehen, für die 
einzelnen Fischarten charakteristisch sind. 

Die beiden letzten Schemata zeigen die Zusammen- 
setzung der Protamine zweier Forellenarten, der Bach- 
forelle und des Bachsaiblings, die miteinander so nahe 
verwandt sind, daß sie gekreuzt werden können. Ihre 
Protamine enthalten die gleichen Aminosäuren im 
gleichen Verhältnis; wahrscheinlich ist das kein Zufall, 
sondern der molekulare Ausdruck für die Kreuzbar- 
keit. 

Die Desoxyribonucleinsäure (DNS) 


Die Kerne der Fischspermien enthalten nur DNS; 
Ribonucleinsäure (RNS) konnte bis jetzt in ihnen 
nicht nachgewiesen werden. Während die Zusammen- 
setzung der Protamine doch eine gewisse Mannig- 
faltigkeit aufweist und von einer Fischart zur anderen 
wechselt, enthalten die DNS der von uns analysierten 
Fischspermien die Purin- und Pyrimidinbasen unge- 
fähr im gleichen Verhältnis (Tabelle 1). Vielleicht 
variieren sie hinsichtlich des Methylcytosins etwas 
stärker. Die wesentlichen Unterschiede dürften in der 
makromolokularen Struktur und in der Reihenfolge 
der Nucleotide liegen. 


Tabelle 1. Verteilung der Purin- und Pyrimidinbasen in den Desoxy- 
ribonucleinsäuren der Fische 











Mole auf 100 Atome Phosphor 
DNS Dr Ta eee 
Adenin | Thymin | Guanin | Cytosin | Methyl- 
| eytosin 
| | 
Regenbogenforelle 28 26 21 |, 20: oo 
Bachforelle . . . 28 26 21 20 | 
Bachsaibling . . 27 26 20 | 20 op 
ES Se 27 26 21 21 
Hermes. % 28 27 a | 8 2 
PONE ek Wu eh ea te 29 27 22 20 


Nach der Ansicht vieler Autoren ist in der DNS 
das Geheimnis des Lebens verborgen; ja manche 
sehen in ihr die letzte biologische Einheit. Vielleicht 
werden wir etwas niichterner dariiber denken, wenn 
wir ihre makromolekulare Struktur besser kennen. 
Eine Tatsache darf jedenfalls nicht übersehen werden: 
Die DNS kommt immer in Verbindung mit Eiweiß vor. 
Hier in den Fischspermien ist sie — wie ich Ihnen 
gezeigt habe — mit Protamin verbunden. 


Die Nucleoprotamine als Träger der Erbmerkmale 


Wenn es richtig ist, daß die Spermienkerne der 
Fische nur aus Nucleoprotamin bestehen, müssen in 
ihm alle Erbmerkmale niedergelegt sein, und wir 
wollen nun kurz diskutieren, wie das möglich sein 
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könnte. Wir gehen dabei von der jetzt allgemein 
gebilligten Voraussetzung aus, daß jedem Merkmal 
eine bestimmte Substanz entspricht. 

Wenn man sich allerdings von einem Genetiker 
erklären läßt, was ein Gen ist, so gewinnt man den 
Eindruck, daß damit ein bestimmter Ort im Chromo- 
som gemeint ist. Ob das Material, welches am Ort 
des einen Gens liegt, sich von dem am Ort eines 
anderen Gens unterscheidet, kann er uns noch nicht 
sagen. Es läßt sich zwar denken, daß die gleichen 
Aminosäuren oder die gleichen Purinbasen an ver- 
schiedenen Orten im Chromosom verschiedene Be- 
deutung haben. Man müßte aber dazu den Aufbau 
eines Chromosoms besser kennen. Für heute ist es 
einfacher, anzunehmen, daß jedem Gen eine besondere 
Substanz entspricht, jedem also ein besonderes Nucleo- 
protamin zugrunde liegt. 


Wir wissen nicht, wie viele Gene ein Hering oder 
eine Forelle besitzt. Vielleicht sind es tausend oder 
mehr. Es müßte also tausend oder mehr verschiedene 
Nucleoprotamine geben. Wir haben zwar 
erfahren,daß die Nucleoprotamine der ein- 
zelnen Fischarten sich deutlich im Prot- 
aminanteil unterscheiden, müssen jetzt 


Pro Ala 


partiellen Hydrolyse des Clupeins durch Salzsäure und 
Trypsin entstehen, kann man für sie vorläufig folgende 
Formel (Fig. 2) aufstellen. Die einzelnen Aminosäuren 
sind in der gleichen Weise gekennzeichnet wie in den 
Kreisschemata. 

Kurz — es gibt in einem Kern der Fischspermien 
tatsächlich verschiedene Protamine, und damit be- 
steht die Möglichkeit, verschiedene Nucleoprotamine 
aufzubauen, selbst wenn es nur eine Art DNS geben 
sollte. Die Mannigfaltigkeit wird dadurch noch ver- 
breitert, daß ein DNS-Molekül mit weit über hundert 
Protaminmolekülen verbunden ist. Im Kern und im 
umgefällten Nucleoprotamin macht die DNS etwa 
60% und das Protamin 40% aus. Das Molekular- 
gewicht der DNS beträgt etwa eine Million und das 
durchschnittliche der Clupeinfraktionen etwa 4000. 

Die Variationsmöglichkeiten, die diese Verhältnisse 
bieten, können wir am besten verdeutlichen, wenn wir 
sie mit unserer Sprache vergleichen. Die acht Amino- 
säuren des Clupeins entsprechen den Buchstaben. Aus 


Arginin Val Ala 


Arginin Ser Pro 
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aber überlegen, wie in ein und demselben 
Spermienkern tausenderlei Nucleoprot- 
amine aufgebaut werden können. 

Es könnte nach dem gleichen Prinzip 
geschehen, dem die Natur beim Aufbau 
der Proteohormone und anderer wirksamer Proteine 
folgt. Es sind immer die gleichen zwanzig Amino- 
säuren, über die sie verfügen kann. Aus ihnen wählt 
sie die geeigneten aus, verwendet manchmal auch alle 
und ordnet sie dann in bestimmter Weise an. Aus den 
Untersuchungen von DU VIGNEAUD u. Mitarb. [4] 
wissen wir, daß das Oxytocin und das Vasopressin aus 
neun Aminosäuren nach dem gleichen Grundriß auf- 
gebaut sind und sich nur durch zwei Aminosäuren von- 
einander unterscheiden. Das Vasopressin des Schweins 
unterscheidet sich von dem des Rindes noch dadurch, 
daß es an Stelle des Argininrestes einen Lysinrest be- 
sitzt. In dem Vortrag von Tuppy!) werden Sie noch 
weitere Beispiele dafür kennen lernen, wie Funktion 
und Herkunft eines Proteins sich in Auswahl und An- 
ordnung der Aminosäuren ausdrücken. 

Die Protamine sind so, wie man sie aus den Kernen 
der Spermatozoen gewinnt, keine einheitlichen Sub- 
stanzen, sondern Gemische aus mehreren einander sehr 
ähnlichen Komponenten, die sich vorzugsweise durch 
ihre Molekulargewichte unterscheiden. 

Das Protamin des Herings, Clupein genannt, konn- 
ten wir durch Gegenstromverteilung bis jetzt in drei 
verschiedene Fraktionen aufteilen, von denen eine 
einheitlich ist und wahrscheinlich einer einzelnen 
Komponente entspricht [5]. Die anderen sind noch 
Gemische aus mehreren Komponenten. In allen ist 
das Grundprinzip gewahrt, daß die Zahl der Arginin- 
reste doppelt so groß ist wie die der Monoaminosäure- 
reste, und daß Tetrapeptide von Arginin und Dipeptide 
von Monoaminosäuren miteinander abwechseln. Die 
Fraktionen unterscheiden sich durch die Monoamino- 
säuren. So fehlen z. B. in jener einheitiichen Fraktion 
Threonin und Isoleucin, die im Gesamt-Clupein ent- 
halten sind. Auf Grund der Peptide, die bei der 


1) Tuppy, H.: Naturwiss. 46, 35 (1959). 
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Fig. 2. Vorläufige Formel einer Clupein-Komponente 


Arginin Arginir 


ihnen können verschiedene Wörter — die Clupein- 
komponenten — gebildet werden, die sich von denen 
unserer Sprache dadurch unterscheiden, daß sie nicht 
ein-, sondern dreidimensional sind und deswegen wahr- 
scheinlich mehr ausdrücken können. Die Wörter wer- 
den nun entlang der Kette der DNS nach bestimmten 
Regeln angeordnet. So entstehen Nucleoprotamin- 
fasern, die dreidimensionale Sätze darstellen. Die 
Fasern sind zu dicht gepackten Bündeln miteinander 
vereinigt und ergeben den dreidimensionalen Text des 
Kerns. 

Wenn nun auch die DNS ein Gemisch aus mehreren 
Komponenten ist, was sehr wahrscheinlich ist, dann 
steigt die Zahl der möglichen Variationen des Nucleo- 
protamins ins Ungemessene, so daß tatsächlich jedem 
Erbmerkmal ein bestimmtes Nucleoprotamin zuge- 
ordnet werden kann. 

Bei diesen Überlegungen habe ich einen unserer 
neuesten Befunde noch nicht berücksichtigt. Die von 
uns untersuchten Spermienkerne und umgefallten 
Nucleoprotamine enthalten mehr Aminosäuren als das 
durch Säureextraktion isolierte Protamin. Sie gehen 
meist bei der Darstellung verloren. Die Protamin- 
fraktionen sind also noch zahlreicher, als die Fraktio- 
nierung des isolierten Protamins ergibt [6]. 

Auf die beschriebene Weise könnten die Infor- 
mationen des väterlichen Stammbaums der Nach- 
kommenschaft übermittelt werden. 


Wie ich bereits erwähnt habe, wissen wir vom Auf- 
bau der Spermienkerne höherer Tiere nur sehr wenig. 
Auch bei ihnen ist die DNS mit einem basischen 
Protein verbunden. In den Spermatozoen des Hahnes 
ist es ein Protamin [7], und das basische Protein der 
Stierspermatozoen scheint einem solchen ziemlich nahe 
zu stehen, wie das Verhältnis von Phosphor zu Arginin 
im Kopf der Stierspermatozoen andeutet. Es beträgt 








32 Kurt FeLıx: Struktur und Funktion der Kerne tierischer Zellen 


Die Natur- 
wissenschaften 





1:41,13, während es im Kern der Forellenspermatozoen 
gleich 1:0,97 ist [8], [3]. Jener enthält relativ mehr 
Arginin, weil neben dem bisher ganz hypothetischen 
Nucleoprotamin auch noch andere Proteine vorhanden 
sind. Wahrscheinlich besteht die derbe Hülle um den 
Kopf, auf die ich bereits hingewiesen habe, aus Eiweiß. 


Umwandlung der Zellkerne in den ersten Stadien der 
Entwicklung 


Ich habe noch nicht hervorgehoben, daß der 
Spermienkern nur Struktur ist; es laufen in ihm keine 
Prozesse ab, denn er verbraucht keinen Sauerstoff und 
enthält keine Fermente. Das Vermächtnis des Vaters 
ist in seiner dreidimensionalen Ordnung enthalten. 
Vermutlich ist auch der Eikern nur Struktur. Wenn 
sich aber die beiden vereinigt haben, gerät das ganze 
Firmament der Moleküle in Bewegung. 

Das Material, das für den Aufbau der sich vermeh- 
renden Zellen gebraucht wird, ist im Dotter des Eis 
enthalten, einschließlich der benötigten DNS. Die 
Zellen, die bei den ersten Teilungen entstehen, be- 
sitzen noch die gleichen Potenzen wie die befruchtete 
Eizelle selbst. Ich erinnere an das Kaninchen, das sich 
in Versuchen SEIDELs [9] aus der einen der beiden 
Zellen nach der ersten Teilung entwickelt hat. 

Briccs [10] in Urbana hat die biologischen Po- 
tenzen der Zellkerne in den ersten Entwicklungs- 
stadien an befruchteten Froscheiern untersucht. Er 
hat zunächst unbefruchtete Froscheier enucleiert und 
ihnen die Kerne gerade befruchteter Eier eingepflanzt. 
Sie entwickelten sich zu normalen Fröschen. Auch die 
Kerne aus den Zellen der ganz frühen Entwicklungs- 
stadien konnten die enucleierten Eier zu normaler 
Entwicklung anregen. Wenn aber die Differenzierung 
beginnt, dann büßen die Kerne ihre Omnipotenz ein 
und können höchstens noch unförmige Gebilde er- 
zeugen. Vielleicht ist das der Augenblick, in dem der 
Gametenkern in einen somatischen Kern umgewandelt 
wird. 

Der Kern der somatischen Zellen 


Mit der Umwandlung in den somatischen Kern 
tritt Nucleohiston an die Stelle des Nucleoprotamins. 


Nucleohiston 


Das Nucleohiston ist ebenfalls ein Salz der DNS 
mit einem basischen Protein, dem Histon, das noch 
manches mit dem Protamin gemein hat. Es ist noch 
deutlich, aber schwächer basisch als das Protamin. 
Der Argininstickstoff des Histons macht etwa 20 bis 
24% des Gesamtstickstoffs aus, der des Protamins 
80 bis 89%. Ferner ist es ebenfalls nicht einheitlich. 

Das erste Histon wurde von KosseL [11] aus 
den roten Vogelblutkörperchen isoliert. Am ein- 
gehendsten hat man aber das Histon aus der Thymus- 
drüse untersucht, weil es leicht in großer Ausbeute zu 
erhalten ist. Weiter wurde ein Histon aus den Kernen 
der Leber-, Milz-, Nieren-, Gehirn-, Testes- und Pan- 
kreaszellen gewonnen [72]. 

Ich erwähnte gerade, daß das native Histon, das 
man aus den Geweben oder den isolierten Zellkernen 
mit Säure extrahiert, nicht einheitlich, sondern ein 
Gemisch aus mehreren Komponenten ist, die einander 
aber nicht so ähnlich sind wie die Protaminkompo- 
nenten. Denn im Gesamthiston kommen alle Amino- 


säuren vor mit Ausnahme des Tryptophans. So kann 
die Zusammensetzung der Komponenten in viel 
breiterem Maße variieren als bei den Protaminen mit 
ihren wenigen Aminosäuren. 

Verschiedene Autoren [12] haben Thymushiston 
auf verschiedene Weisen in Fraktionen zerlegt und 
einige zwei deutlich unterscheidbare Fraktionen er- 
halten, von denen die eine reich an Arginin und die 
andere reich an Lysin ist. Im vergangenen Jahr haben 
CRAMPTON, MOORE und STEIN die beiden Histone aus 
verschiedenen Organen des Kalbes sowie aus den 
Meerschweinchentestes sorgfältig dargestellt undanaly- 
siert [13]. Sie haben die gleichen Aminosäureverhält- 
nisse gefunden. Tierart und Organ scheinen somit 
keinen Einfluß auf die Zusammensetzung der Histone 
zu haben. Zu ähnlichen Resultaten sind VENDRELY, 
KNoBLOcH und MATSUDAIRA gekommen [14]. Sie 
haben die Histone aus verschiedenen Geweben 
mehrerer Wirbeltiere untersucht und ebenfalls keine 
signifikanten Unterschiede feststellen können. 

Wenn auch nach unseren gegenwärtigen Kennt- 
nissen die verschiedenen Histone gleich zusammen- 
gesetzt sind, so können sie doch in der Anordnung der 
Aminosäuren variieren. Ich erinnere an das Sichel- 
zellenhämoglobin, das wie das normale Hämoglobin 
des Erwachsenen zusammengesetzt ist, sich aber von 
ihm elektrophoretisch und in der Reihenfolge der 
Aminosäuren unterscheidet. Etwas Ähnliches ist auch 
bei Histon möglich. In den letzten Monaten hat Dr. 
HERBERT FISCHER mit seinen Mitarbeitern Dr. FER- 
BER und Dr. Röwe [15] die Histone ar. ..albsthymus 
und menschlicher Milz sowie die aus den weißen Blut- 
zellen von myeloischer und lymphatischer Leukämie 
fraktioniert und analysiert. Aus dem Thymushiston 
erhielten sie auch die arginin- und die lysinreiche 
Fraktion; in den Histonen der Milz und der Leuko- 
zyten fanden sie dagegen mehr (4 bis 5) Fraktionen, 
die sich eindeutig in der Zusammensetzung unter- 
schieden. So besteht doch die Möglichkeit, daß der 
Aufbau der Histone mit der Aufgabe variiert, für die 
ein Gewebe spezialisiert ist. Wir brauchen die nahe- 
liegende Annahme noch nicht aufzugeben, daß das 
Nucleohiston für die genetische Kontinuität in den 
Zellgenerationen der somatischen Gewebe sorgt. 

Die DNS im Nucleohiston ist vermutlich die gleiche 
wie im Nucieoprotamin. Aber die somatischen Kerne 
enthalten doppelt so viel DNS wie die Gametenkerne. 
Nach unseren letzten Analysen enthält ein einzelner 
Kern der Forellenspermatozoen ungefähr 2,2 bis 
2,6 - 10-® mg DNS im Durchschnitt. Der Kern einer 
Leberzelle enthält doppelt so viel [16]. 


Vergleich der Strukturen des Nucleoprotamins mit der 
des Nucleohistons 

Ich habe schon erwähnt, daß bei den Komponenten 
des Protamins Dipeptide von Monoaminosäuren mit 
Tetrapeptiden von Arginin abwechseln und daß im 
Nucleoprotamin Phosphor zu Arginin sich ungefähr 
wie 1:1 verhält. Jedem Phosphorsäurerest der DNS 
muß somit ein Argininrest des Protamins gegenüber- 
stehen. Das ist nur möglich, wenn die Dipeptide der 
Monoaminosäuren schleifenförmig nach außen ge- 
bogen sind. Das nachfolgende Schema sucht das in 
sehr vereinfachter Weise wiederzugeben. Das An- 


fangsstück jener oben erwähnten Clupeinkomponente 
ist hier nur einer DNS-Kette gegenübergestellt (Fig. 3). 
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Beim Nucleohiston scheinen die Verhältnisse nicht 
so übersichtlich zu sein. Nach den Analysen von 
Davıson und BUTLER [17] reichen die basischen 
Aminosäuren des Thymushistons nur aus, um 85 bis 
87% der Phosphorsäurereste zu neutralisieren. Wir 
wissen noch nicht, ob im Histon auch Tetrapeptide 
aus Arginin vorkommen und in welchem Abstand die 
basischen Aminosäuren überhaupt aufeinander folgen. 
Wegen der relativ viel größeren Zahl der Monoamino- 
säuren müssen die nach außen gebogenen Peptid- 
schleifen viel größer sein. Die umfang- und zahl- 
reicheren Peptidschleifen beanspruchen mehr Raum 
für das Nucleohiston. Es könnte niemals so dicht ge- 
packt werden wie das Nucleöprotamin, und vielleicht 
liegt in diesem Umstand mit ein Grund für den lockeren 
Bau der somatischen Zellkerne. 

Der Kern der Fischspermatozoen ist so kompakt 
gebaut, daß mit dem Elektronenmikroskop keine 
Einzelheiten der Struktur zu erkennen sind, wie die 
nachfolgende 9300fache Vergrößerung zweier Sper- 
matozoenkerne von Regenbogenforellen demonstriert 
(Fig. 4). 

Nur das Röntgendiagramm kann noch die Ordnung 
in den Bündeln der Nucleoprotaminfasern aufdecken. 
Sie liegen so dicht beisammen, daß kein Wasser, ge- 
schweige denn Zytoplasma zwischen sie eindringen 
kann. Zum Vergleich seien einige Ganglienzellkerne 
in 740facher Vergrößerung abgebildet [18] (Fig. 5). 


Diese sind — biologisch gesehen — das äußerste 
Gegenteil der Spermatozoenkerne. Letztere haben aus- 
schließlich genetische Funktion. In den Nervenzell- 
kernen ruht dagegen der genetische Apparat, da sie 
sich nicht mehr teilen. Sie sind ausschließlich im 
Dienste der Funktion des Zytoplasmas tätig. Ihre 
Masse ist viel lockerer angeordnet, und ihr Durchmesser 
beträgt etwa im Mittel 12 u, während die Spermato- 
zoenkerne der Forellen ungefähr 1,5 u dick und etwas 
über 2 u lang sind. 


Weitere Bestandteile der somatischen Zellkerne 


Die somatischen Kerne unterscheiden sich von 
denen der Gameten grundsätzlich dadurch, daß sie 
Sauerstoff verbrauchen und Reaktionen durchführen. 
Es müssen in ihnen also noch andere Proteine und 
darunter Enzyme vorkommen. So ist von den beiden 
STEDMANS [19] sowie von Mirsky u. Mitarb. [20] ge- 
zeigt worden, daß die somatischen Zellkerne noch 
Eiweiß enthalten, das sich vom Histon wesentlich 
unterscheidet. Es besitzt saure Eigenschaften und 
enthält Tryptophan. Ursprünglich bezeichnete man 
mit Nicht-Histon-Eiweiß eine Art Gerüsteiweiß der 
Chromosomen. Es scheint mir aber zweckmäßiger, 
damit einfach die Eiweißfraktion der Zellkerne zu 
bezeichnen, die nicht Histon ist. Es würden dann die 
Fermentproteine und die Zymogene der Verdauungs- 
enzyme, die nach LANG und SIEBERT [2/] in den 
Kernen der Pankreaszellen vorkommen sollen, in diese 
Fraktion gehören. 

Welche Fermente wirklich Bestandteile des Zell- 
kerns sind, ist noch nicht entschieden. Jedenfalls sind 
es nicht so viele, wie man bis vor wenigen Jahren 
angenommen hat. Wahrscheinlich ist die Polynucleo- 
tidphosphorylase ein Ferment in den Kernen der 
Meerschweinchenleber [22]. Es können auch Fermente 
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aus dem Zytoplasma, wie z.B. Aldolase, an die Struk- 
turen des Kernes gebunden werden [23]. 

Neben Nucleohiston und Nicht-Histon-Eiweiß ent- 
halten alle Zellkerne der Organe noch RNS, und diese 
drei Bestandteile sind auch 

in den Chromosomen nach- 

| gewiesen worden. SchlieB- 

lich kommen noch Lipoide 

| vor, namentlich in den Gan- 
glienzellkernen [24]. 
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In Versuchen mit Ker- 
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Fig. 3. Sehr vereinfachtes Schema von Nucleoprotamin des Herings 


Fig. 4. Spermatozoenkerne von Regenbogenforellen, 9300fach ver- 
größert. (Aufnahme: Dr. O. Huc und Dr. W. Lippert, Max-Planck- 
Institut für Biophysik, Frankfurt a. M.) 


solche aus anderen Organen — ja sogar durch RNS — 


vertreten werden. Was für ein Eiweiß synthetisiert 
wird, ist noch nicht entschieden. 
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Fig. 5. Ganglienzellkerne, 740fach vergrößert. 


Die Fähigkeit zur Eiweißsynthese ist auch für den 
Kern der Amoeba proteus von Mazıa und PRESCOTT 
in Versuchen mit markiertem Methionin bewiesen 
worden [26]. Die Eiweißsynthese im Zytoplasma ist 
ebenfalls vom Kern abhängig; denn sie geht zurück, 
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wenn er entfernt wird. Ferner synthetisiert der Kern 
der Amöbe noch RNS nach den bereits erwähnten 
Versuchen von GOLDSTEIN und PLAut [1]. 
Zweifellos kann der Kern noch mehr, aber es ist 
wenig Zuverlässiges darüber bekannt. Nach der ,,Ein- 
Gen-Ein-Enzym‘‘-Hypothese sollte er nicht nur seine 
eigenen Enzyme herstellen, sondern auch an der 
Synthese der Enzyme im Zytoplasma beteiligt sein. 


Belieferung des Zytoplasmas durch den Kern 


Jene schon mehrfach erwähnten Versuche von 
GOLDSTEIN und PrAuT [7] haben weiter ergeben, 
daß der Kern der Amöbe die von ihm synthetisierte 
RNS in das Zytoplasma abgibt, und zwar als Nucleo- 
proteid, und daß die RNS im Zytoplasma schwindet, 
wenn der Kern entfernt wird. Über den Eiweißanteil 
dieses Nucleoproteids ist noch nichts bekannt. Das 
Zytoplasma wird es in verschiedener Weise verwerten, 
es je nach der augenblicklichen Situation in anderes 
Eiweiß oder in Enzyme umformen. 

Ein Weg, auf dem Stoffe aus dem Kern in das 
Zytoplasma gelangen, führt über das Kernkörperchen. 
Es ist der sichtbare Ausdruck für die Mitwirkung des 
Kerns an den Funktionen des Zytoplasmas und ver- 
schwindet, wenn sich die Zelle zur Teilung anschickt. 
Die Histologen können uns mikroskopische Präparate 
zeigen, auf denen man sieht, wie das Kernkörperchen 
an den Rand des Kerns gerückt ist und durch eine 
breite Öffnung seinen Inhalt in das Zytoplasma ent- 
leert [27]. Im Kernkörperchen sollen basische und 
saure Proteine, DNS, RNS und Lipoide vorkommen 
und von Zeit zu Zeit in das Zytoplasma entleert 
werden [28]. 

Daneben können Stoffe wohl noch einzeln aus dem 
Kern austreten. Viele Autoren glauben nicht mehr, 
daß der Kern von einer semipermeablen Membran 
umgeben ist, sondern von einer Hülle mit Poren, die 
in beiden Richtungen von Molekülen durchwandert 
wird und der löslichen Fraktion des Zytoplasmas freien 
Zugang zu den Strukturen des Kerns gewährt [29]. 

Das eröffnet noch eine weitere Möglichkeit für die 
Beteiligung des Kerns an den Aufgaben des Zyto- 
plasmas. Die in seine Strukturen eingebauten Nuclein- 
säuren und Enzyme könnten direkt auf die Substanzen 
in der sie umspülenden löslichen Zytoplasmafraktion 
einwirken. Umgekehrt können Reaktionen des Zyto- 
plasmas im Raum des Kerns ablaufen, wie z. B. die 
Glykolyse. In den Kernen der Nierenzellen sollen die 
glykolytischen Enzyme in der gleichen Konzentration 
und im gleichen Verhältnis vorkommen wie im Zyto- 
plasma [30]. 


Neubildung von Gametenkernen während der Reifung 


Wenn der tierische Organismus sich der Reife 
nähert, beginnen seine Keimdrüsen, neue Gameten zu 
erzeugen. Aus den somatischen Kernen müssen wieder 
Ei- und Spermatozoenkerne gebildet und in ihnen das 
von den Eltern überkommene Erbgut auf eine neue 
Generation übertragen werden. 

Wir haben die Vorgänge, die sich dabei abspielen, 
an den Bachsaiblingen untersucht und dazu vor einigen 
Jahren die Testikel von Bachsaiblingen während der 
Reifungsperiode gesammelt [37]. Wir begannen damit 
etwa 90 Tage vor der Laichzeit und entnahmen die 
Organe mehreren Fischen in Abständen von 10 Tagen. 
Wir erhielten neun verschiedene Reifestadien und 


untersuchten sie getrennt. Anfangs sind die Testes 
dünne Röhren, die man leicht übersieht. Später 
werden sie zu dicken Säcken, die sich immer praller 
mit Spermatozoen füllen. Wir haben aus ihnen die 
Zellkerne nach bekannten Methoden dargestellt. In 
den ersten vier Stadien erhielten wir nur wenig Zell- 
kerne und konnten in ihnen ausschließlich Nucleo- 
histon nachweisen. Die frühen Vorstufen der Spermien 
entsprechen somit noch ganz den somatischen Zellen. 
Im sechsten Stadium aber — etwa 40 Tage vor der 
Laichzeit — konnten wir neben dem Nucleohiston 
noch Nucleoprotamin isolieren, und dieses hatte be- 
reits die gleiche Zusammensetzung wie das in den 
reifen Spermatozoen. Zur gleichen Zeit begann der 
Gehalt der Kerne an Stickstoff und Phosphor sprung- 
haft anzusteigen. Während der weiteren Entwicklung 
nahm die Konzentration der Kerne an Nucleoprotamin 
zu, während die an Nucleohiston zwar relativ abnahm, 
aber auf das gesamte Organ bezogen sich ungefähr auf 
der gleichen Höhe hielt. 

Wir schließen aus diesen Befunden, daß das Nucleo- 
protamin nicht allmählich aus einem komplizierten 
Protein durch sukzessive Vereinfachung, wie man bis- 
her annahm, sondern gleichsam plötzlich durch einen 
besonderen Vorgang gebildet wird. An derDNS scheint 
sich nichts zu ändern. 

Die Gegenwart von Nucleohiston auch in den 
letzten Reifestadien bedeutet, daß neben dem die 
Spermatozoen erzeugenden Gewebe immer noch rein 
somatisches Gewebe zugegen ist wie z.B. Binde- 
gewebe und Zwischenzellen. 

Ob das Protamin aus dem Histon dargestellt wird, 
wissen wir nicht. Es könnte auch an einem anderen Ort 
der Zelle gebildet und dann an Stelle des Histons in 
den Kern eingesetzt werden. 

Der Reifungsvorgang ist von interessanten Ver- 
änderungen des mikroskopischen Aufbaus des Kerns 
begleitet. Sie sind zwar nicht an den Fischen, sondern 
an Heuschrecken und anderen Tieren mit dem Elek- 
tronenmikroskop studiert worden. Zuerst bestehen die 
Kerne aus einem lockeren weitmaschigen Netz von 
Nucleoprotaminfaserbündeln. Mit der Zeit ordnen 
sich die Bündel parallel zueinander und rücken immer 
dichter zusammen, bis sie schließlich eine kompakte, 
scheinbar homogene Masse bilden [32]. Wahrschein- 
lich soll auf diese Weise das Volumen des Spermien- 
kopfes verkleinert werden, damit er leichter in das Ei 
eindringen kann. 

Damit sind wir zu dem Punkt zurückgekehrt, mit 
dem wir unsere Betrachtungen begonnen haben. Der 
Rundgang hat uns gelehrt, daß ein großer Teil der 
Probleme der molekularen Biologie im Zellkern auf 
engstem Raum zusammengedrängt ist. 
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Aminosäure-Sequenzen in Proteinen *) 


Von Hans Tuppy, Wien 


An den Eiweißkörpern überrascht uns immer 
wieder die Vielfalt ihrer biologischen Funktionen und 
chemischen Fähigkeiten, gehören doch zu ihnen 
makromolekulare Gebilde so verschiedenartigen Stils 
wie — um nur einige wichtige Beispiele anzuführen — 
Reservestoffe und Gerüstsubstanzen höherer Organis- 
men, Antikörper und Toxine, Hüllen von Viren, 
Hormone und Enzyme. Nicht minder bemerkenswert 
ist die große Zahl verschiedener Proteine. Allein von 
Enzymen kommen in jedem Organismus, und sei es 
ein noch so niedriger, hunderte, wenn nicht tausende 
verschiedene vor. Außerdem unterscheiden sich von- 
einander nicht nur die Eiweißkörper verschiedener 
biologischer Funktion, die in einem und demselben 
Lebewesen anzutreffen sind, sondern in der Regel 
auch Eiweißkörper der gleichen Funktion (z. B. En- 
zyme mit gleicher Wirkung) in verschiedenen Organis- 
menarten. Da die Zahl der Tier- und Pflanzenspezies 
10% übersteigt, kann man die Zahl der in der Natur 
vorkommenden verschiedenen Proteine, wie eine ein- 
fache Multiplikation ergibt, auf rund 1 Milliarde 
schätzen. 

Die Vielzahl und Vielfalt der Eiweißkörper ist 
um so erstaunlicher, als diese aus nur etwa 20 ver- 
schiedenen Bausteinen, «-Aminosäuren, zusammen- 
gesetzt sind (denen sich allerdings andersartige Kom- 
ponenten, anorganische Komplemente und prostheti- 
sche Gruppen variabler organischer Struktur bis- 
weilen beigesellen). Die große Mannigfaltigkeit der 
Proteine ist nicht aus der Zahl der Bauelemente er- 
klärlich, sondern aus ihrer wandlungsfähigen Anord- 
nung, durch die in verschiedenen Proteinen ein jeweils 
anderes, spezifisches Baustein-Muster entsteht. 

In Anbetracht der ungeheuren Zahl verschiedener 
Eiweißkörper wäre es zwecklos, in allen den chemi- 
schen Aufbau aufklären zu wollen. Wohl aber ist es 
eine lösbare und faszinierende Aufgabe, die strukturelle 
Grundlage ihrer Vielfalt zu erkennen, dem Zusammen- 
hang zwischen chemischer Struktur und Wirkung 
nachzuspüren und schließlich dem Mechanismus auf 
die Spur zu kommen, der die Synthese der Proteine in 


*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 
Deutscher Naturforscher und Ärzte am 1. Oktober 1958 in Wiesbaden. 


ihrer spezifischen, hereditär determinierten Art be- 
werkstelligt. Die Chemie und Biochemie der Proteine, 
die sich solcherlei hohe Ziele setzt, steckt heute noch 
in den Kinderschuhen, aber einige erste Schritte auf 
diese Ziele hin sind schon getan. 


Konstitutionsermittlung der Proteine 


An ihr beteiligen sich Chemiker und Physiker. 
Aufgabe des Chemikers ist vor allem die Aufklärung 
der „primären Struktur‘, Aufgabe des Physikers die 
der ‚sekundären‘ und ‚‚tertiären Struktur‘ der Ei- 
weißkörper. 

Unter primärer Struktur versteht man die durch 
Peptidbindungen bewirkte, verhältnismäßig stabile, 
lineare Verknüpfung der Bausteine, der «-Amino- 
säuren, zu Polypeptidketten, deren es in einem Protein- 
molekül eine einzige oder mehrere geben kann. Die 
Ermittlung der primären Struktur ist gleichbedeutend 
mit einer Ermittlung der Reihenfolge, der „Sequenz“ 
der Aminosäure-Reste in Polypeptidketten. 

Diese Ketten liegen jedoch in den Proteinmole- 
külen zumeist nicht in gestrecktem Zustande vor, 
sondern sind gefaltet oder schraubig eingedreht; sie 
werden in einer solchen sekundären Struktur durch 
schwächere Bindungen fixiert. Für eine Reihe von 
Faserproteinen, wie Seide, Kollagen und Keratin, ist 
die sekundäre Struktur in groben Umrissen bekannt, 
nicht jedoch für die globulären Eiweißkörper, zu denen 
die meisten physiologisch aktiven Proteine gehören. 
Nach PAuLinG und Corey [I], deren Hypothese 
weitgehend Zustimmung gefunden hat, liegen die 
Polypeptidketten in vielen globulären Proteinen, 
wenigstens streckenweise, in der Form von ‚‚a-Helices“ 
vor; die «-Helix ist eine Polypeptidwendel, die 3,7 
Aminosäure-Reste je Windung enthält und intern 
durch Wasserstoffbrücken versteift ist, welche, parallel 
zur Achse der Wendel, von der NH-Gruppe eines 
Aminosäure-Restes zur CO-Gruppe des in der Kette 
jeweils drittnächsten Aminosäure-Restes führen. 

Die durch die sekundäre Struktur gefalteten oder 
eingedrehten Polypeptidketten erfahren eine noch zu- 
sitzliche Formung durch eine tertidre Struktur; 
darunter versteht man die Art und Weise, in der sie 
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im Molekül eines globulären Proteins räumlich ver- 
staut sind, so daß dieses zu einem relativ kompakten 
(bisweilen der Kugelgestalt nahekommenden) drei- 
dimensionalen Gebilde wird. Die Bindungen, die für 
die tertiäre Struktur maßgebend sind, dürften Salz- 
bindungen zwischen sauren und basischen Gruppen, 
die in den Seitenketten der Aminosäure-Reste vor- 
kommen, Wasserstoffbrücken und van der Waalssche 
Bindungen sein. 

Man kennt jedoch mit Sicherheit auch eine Art 
kovalenter Vernetzung von Polypeptidketten (bzw. 





Resten, die in 2 Polypeptidketten angeordnet sind; 
eine von ihnen (die A-Kette) ist aus 21, die andere 
(die B-Kette) aus 30 Bausteinen zusammengesetzt. 
Zwei Disulfidbrücken verketten die A- und die B-Kette 
miteinander, eine dritte Schwefelbrücke bindet ein 
Stück der A-Kette zu einer Schleife zusammen [4]. 

Kürzlich gelang es Hırs, MOORE und STEIN [5], [6] 
am Rockefeller-Institute for Medical Research in 
New York, die primäre Struktur des bedeutend 
größeren Proteins Ribonuklease fast vollkommen auf- 
zuklären (Fig. 2). Das Molekül dieses nukleinsäure- 
spaltenden Enzyms besteht 
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kular vernetzt [7], [8]. 
Ziemlich weit gediehen, 








Fig. 1. Die Aminosäure-Sequenzen im Insulin des Rindes (nach SANGER u. Mitarb. [2] bis [4]) wenn auch noch keineswegs 
vollendet, ist die Aufklärung 
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einigen wenigen anderen 


i »Ala - Lys - Phe - Glu - Arg -Ser+ Thr - Ser - Ser - Asp His - Met: Glu - Ala: Ala- Ser: Ser 
| 





Ala 





Proteinen, so vor allem in 





den Enzymen Lysozym [9] 
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[12], [23). 

Hingegen gibt es eine 
größere Zahl von Polypepti- 
den, denen zufolge ihrer aus- 
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Fig. 2. Die Aminosäure-Sequenz in der Ribonuklease-Molekel (nach Hırs, Moore und STEIN [5] bis 
[8)). Zur Bedeutung des Pfeils s. S. 39 [82] 


auch eine Verbindung zwischen verschiedenen Teilen 
einer und derselben Polypeptidkette), die für die 
dreidimensionale Architektur vieler Proteinmoleküle 
von entscheidender Bedeutung ist: die durch die Di- 


sulfidgruppierung von Cystin-Resten bewirkte. Cystin 


ist in seiner Eigenschaft als Diamino-dicarbonsäure 
imstande, Bestandteil zweier Peptidketten zu sein, 
da jeder der beiden Halbcystin-Reste peptidisch in 
je eine Aminosäure-Kette eingebaut sein kann. 
Zwischen diesen beiden Polypeptidketten bilden dann 
die Schwefelatome des Cystins eine feste Disulfid- 
brücke aus. Während die Ermittlung der sekundären 
und der tertiären Proteinstruktur im allgemeinen 
durch Röntgendiffraktionsuntersuchungen erfolgt und 
in der Hand des Physikers liegt, kann der Chemiker 
durch Ermittlung der Lage der Disulfidbrücken eben- 
falls einen Beitrag zur Aufklärung des räumlichen 
Baues der Proteinmoleküle leisten. 

Die erste Aufklärung der primären Struktur eines 
trotz seines verhältnismäßig niedrigen Molekular- 
gewichtes (von etwa 6000) zu den Proteinen gezählten 
Polypeptids, des Hormons Insulin, erfolgte vor einigen 
Jahren durch SANGER u. Mitarb. in Cambridge [2], [3]. 
Das Insulinmolekül (Fig. 1) besteht aus 51 Aminosäure- 


corticotrope Hormon [14] bis 
[16] (besonders bemerkens- 
wert wegen seiner Größe, 
die der des Insulins nahekommt: es umfaßt 39 Amino- 
säure-Reste), das Glukagon [17] (mit 29 Aminosäure- 
Resten), zwei melanophorenstimulierende Hormone 
[18] bis [20], Hypertensin [27], [22], Oxytocin [23], 
[24] und Vasopressin [25], [26], Phalloidin [27], 
Gramicidin S [28], Bacitracin A [29], die Tyrocidine A 
und B [30], [37] u. a. 

Am Beginn der Konstitutionsermittlung eines Poly- 
peptids oder Proteins steht gewöhnlich eine quanti- 
tative Bestimmung der dieses aufbauenden Amino- 
säuren. Um die Aminosäure-Analytik haben sich ins- 
besondere MooRE und STEIN verdient gemacht, deren 
Methode zur chromatographischen Trennung aller in 
Proteinen vorkommenden Aminosäuren auf Ionen- 
austauscher-Säulen [32] und zur quantitativen photo- 
metrischen, neuerdings auch vollautomatisch durch- 
führbaren Bestimmung der voneinander getrennten 
Aminosäuren [33], [34] in mehr und mehr Laborato- 
rien Eingang findet. 

Der nächste Schritt bei der Aufklärung von Amino- 
säure-Sequenzen in Proteinen besteht darin, daß die 
Polypeptidketten (allenfalls nach vorheriger Aufspren- 
gung der sie verknüpfenden Disulfidbrücken durch 
Oxydation [35], [36] oder durch Reduktion [37] bis 
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[39] oder durch Behandlung mit Sulfit [40], [47]) mit 
Hilfe proteolytischer Enzyme zunächst in kürzere 
Peptide zerstückelt werden. Die Mischung der Abbau- 
peptide wird sodann durch eine kombinierte Anwen- 
dung verschiedener trennscharfer Verfahren (Chroma- 
tographie, Elektrophorese, Gegenstromverteilung) in 
ihre einzelnen Komponenten aufgetrennt. Die Struk- 
tur der voneinander getrennten niederen Peptide wird 
dadurch ermittelt, daß einerseits ihre Aminosäure- 
Zusammensetzung, andererseits die Natur der an den 
beiden Ketten-Enden stehenden (der amino-terminalen 
und carboxyl-terminalen) und der diesen benachbarten 
Aminosäure-Reste bestimmt wird. Ist die Amino- 
säure-Sequenz in den niederen Peptiden bekannt, so 
besteht die nächste Aufgabe darin, die Bruchstücke 
zur geschlossenen Polypeptidkette zusammenzusetzen. 


ra >58 
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dem letzteren in der Wirkung sehr ähnliche Proteinase I 
aus Rinderlunge [45]. Die größte Wirkungsbreite [46] 
zeigt das erstmals im Carlsberg-Laboratorium isolierte 
und kristallisierte bakterielle Enzym Subtilisin [47], 
[48], welches bei längerer Einwirkung die meisten 
Polypeptide bis zu niederen, häufig zu Di- und Tri- 
peptiden abbaut [49] bis [57]. Mit den genannten 
Fermenten ist jedoch das Endopeptidase-Instrumen- 
tarium des Proteinchemikers nicht erschöpft. Andere 
bereits mit Erfolg verwendete Fermente sind Pa- 
pain [3], Kathepsin aus Rinderleber [52] und Plas- 
min [52], aber auch Elastase [53], Renin [54] und 
andere dürften sich in Zukunft noch als wertvolle 
Werkzeuge erweisen. 

Für die Aufklärung der endständigen Aminosäure 
Reste in Polypeptiden, sei es in den intakten Poly- 
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Fig. 3. Spaltung der Fraktion B des oxydierten Insulins durch verschiedene proteolytische Fermente. Die voll gezeichneten Pfeile deuten 
auf die Hauptangriffspunkte der Enzyme, die unterbrochen gezeichneten auf Stellen schwächerer Spaltung hin 


Wenn für die ursprüngliche Fragmentation der Kette 
nur ein einziges proteolytisches Ferment verwendet 
worden ist, so weiß man nicht, in welcher Reihenfolge 
die Bruchstücke aneinanderzufügen sind. Erst wenn 
man durch Ausführung der Abbau-Prozedur mit noch 
einem anderen oder mehreren anderen proteolytischen 
Fermenten, welche die Kette an anderen Stellen an- 
greifen als das zuerst verwendete Enzym, zahlreiche 
Abbauprodukte gewonnen und charakterisiert hat, 
deren Aminosäure-Sequenzen sich miteinander zum 
Teil überdecken, ist eine eindeutige Rekonstruktion 
der gesamten Aminosäure-Folge möglich. 

Für die anfängliche Zerteilung langer Polypeptid- 
ketten steht heute eine Reihe verschiedener reiner 
Fermente mit unterschiedlicher Spezifität und Wir- 
kungsbreite zur Verfügung. Zur Illustration sei die 
Einwirkung von sechs verschiedenen Endopeptidasen 
auf die aus 30 Aminosäuren bestehende B-Kette des 
Insulin-Moleküls dargestellt (Fig. 3). Trypsin [2] ge- 
hört zu den selektivsten proteolytischen Fermenten: 
Es spaltet in Insulin und in allen Substraten von 
Protein- und Peptidnatur ausschließlich jene Peptid- 
bindungen, an denen Lysin- oder Arginin-Reste mit 
ihren Carboxylgruppen beteiligt sind. Die Wirkungs- 
weise des Thrombins ist der des Trypsins sehr ähn- 
lich [42]. Eine ganz andere und etwas weniger ausge- 
prägte Spezifität zeigt Chymotrypsin [2]; dieses löst 
Peptidbindungen vor allem an der Carboxyl-Seite von 
Phenylalanin-, Tyrosin- und Tryptophan-Resten, in 
geringerem Maße von Methionin- und Leucin- und 
bisweilen auch von Histidin-Resten [43]. Noch weni- 
ger wählerisch sind Rennin [44], Pepsin [2] und die 
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peptidketten der Proteine oder in den kiirzeren der 
aus ihnen durch proteolytischen Abbau erhaltenen 
Bruchstiicke, stehen heute organisch-chemische und 
enzymatische Verfahren zur Auswahl. Von den che- 
mischen seien hier nur die verbreitetsten kurz er- 
wähnt: die Methode von SANGER [55], die sich zur 
Charakterisierung der amino-terminalen Aminosäure- 
Reste ihrer Überführung in gelbgefärbte Dinitro- 
phenyl-Derivate bedient; die Methode von EDMAN[56], 
die einen stufenweisen Abbau von Peptiden, ebenfalls 
an deren Amino-Ende, durch sukzessive Abspaltung 
der Aminosäure-Reste in Form ihrer Phenylthio- 
hydantoin-Derivate erreicht, und das Hydrazinolyse- 
Verfahren von AKABORI [57], das carboxyl-terminale 
Reste dadurch zu charakterisieren erlaubt, daß diese 
bei Erhitzen von Polypeptiden mit wasserfreiem 
Hydrazin freie Aminosäuren liefern, während alle 
übrigen Aminosäure-Reste Aminosäure-hydrazide bil- 
den. 

Eine etwas nähere Besprechung sei den sehr ele- 
ganten enzymatischen Methoden der Endgruppen- 
analyse gewidmet. Eine sukzessive Ablösung der 
Aminosäure-Reste vom Carboxyl-Ende der Poly- 
peptidketten ist mit dem von der Bauchspeicheldrüse 
produzierten Enzym Carboxypeptidase A möglich [58]. 
Dieses vermag, wenn auch mit unterschiedlicher Ge- 
schwindigkeit, alle Aminosäuren, mit Ausnahme von 
Arginin, Lysin und Prolin, abzuspalten. Gerade die 
Abspaltung der basischen Aminosäuren Arginin und 
Lysin (und nur dieser) gelingt mit der kürzlich von 
FoLK und GLADNER gereinigten Carboxypeptidase B 
[59], einer ebenfalls aus dem Pankreas stammenden 


2b 








38 Hans Tuppy: Aminosäure-Sequenzen in Proteinen 


Die Natur- 
wissenschaften 





Exopeptidase. Für einen enzymatischen schrittweisen 
Abbau der Polypeptidketten vom Aminoende her 
kommt die von E. L. SMITH gereinigte und gut charak- 
terisierte Leucin-Aminopeptidase [60], [61] in Be- 
tracht; dieses aus Schweine-Nieren gewonnene Fer- 
ment trennt so gut wie alle Aminosäure-Reste, einen 
nach dem anderen, vom Ketten-Ende ab, unter ihnen 
Leucin, wie der Name des Enzyms andeutet, mit be- 
sonderer Leichtigkeit; hingegen sind amino-end- 
ständige Halbcystin-Reste — ein solcher liegt z. B. 
im Hormon Oxytocin vor — gegen eine Abspaltung 
durch die Leucin-Aminopeptidase sehr resistent [62]. 
Eine Aminopeptidase mit anderer Wirkungsspezifität, 
die im Gegensatz zu der bisher besprochenen auch 
Halbcystin-Reste leicht abzuspalten vermag, ist an- 
scheinend das im Serum schwangerer Frauen vor- 
kommende oxytocin-inaktivierende Enzym Oxytoci- 
nase [63], an dessen Reinigung und näherer Charak- 
terisierung E. WINTERSBERGER in Wien arbeitet. 

Nachdem die Erforschung der primären Struktur 
von Polypeptiden und Proteinen durch Anwendung 
der neueren analytischen, organisch-chemischen und 
der zuletzt etwas ausführlicher besprochenen enzyma- 
tischen Methoden bedeutende Fortschritte gemacht 
hatte, konnte kürzlich auch die röntgenstrukturanaly- 
tische Ermittlung der iertiären Proteinstruktur einen 
großen Erfolg erringen. Es gelang KENDREW u. Mit- 
arb. [64] am Cavendish Laboratory in Cambridge mit 
Hilfe des Verfahrens der ,,isomorphen Substitution“, 
einer Einführung schwerer Atome an verschiedene 
Stellen der Proteinmoleküle, ohne daß deren kristallo- 
graphische Eigenschaften sich ändern, und durch eine 
dreidimensionale Kartographierung der Elektronen- 
dichte-Verteilung, ein räumliches Modell des Myo- 
globin-Moleküls zu entwerfen. Dieses Modell zeigt in 
großen Zügen den (anscheinend unregelmäßig ge- 
wundenen!) Verlauf der Polypeptidkette im Innern 
des etwa scheibenförmigen Moleküls. Leider ist im 
Falle des Myoglobins die primäre Struktur, die Se- 
quenz der Aminosäuren in der Polypeptidkette, nicht 
bekannt. Bei jenen globulären Proteinen wiederum, 
deren primäre Struktur ermittelt ist (Ribonuklease 
und Insulin), herrscht noch keinerlei Klarheit bezüg- 
lich des räumlichen Aufbaues. Eine vollständige 
Kenntnis der Struktur besitzen wir also über noch 
keinen einzigen Eiweißkörper. 

Wenn heute die Anordnung der Aminosäure-Bau- 
steine längs der Polypeptidketten auch erst in einigen 
wenigen Proteinen und höhermolekularen Polypep- 
tiden bearbeitet und zum Teil auch aufgeklärt worden 
ist, so lassen sich aus den erzielten Ergebnissen doch 
schon einige wichtige Folgerungen ableiten. 

Es hat sich erwiesen, daß die Anordnung der 
Aminosäurereste in den untersuchten globulären Pro- 
teinen eine streng determinierte ist. Jeder Amino- 
säure-Rest steht unverwechselbar an seinem Platz. 
Es tritt nicht einmal ein Austausch sehr ähnlicher 
Reste ein, z. B. eines Valin- und Isoleucin-Restes oder 
eines Glutamin- und Asparagin-Restes. Manchmal 
vorgebrachte Argumente zugunsten einer ,,Mikro- 
heterogenität‘“ der Proteine [65] waren nicht sehr 
überzeugend. Die Befunde der Strukturchemie der 
Proteine sprechen dafür, daß Eiweißkörper ebenso wie 
andere einfachere Verbindungen chemisch einheitliche 
Substanzen sind, in denen jedes Molekül mit allen 
anderen Molekülen bis in die Feinheiten der Struktur 


identisch ist. Der Mechanismus, der in der lebenden 
Zelle die Synthese von Proteinen zustandebringt, 
arbeitet mit erstaunlicher Präzision und macht offen- 
bar kaum je Fehler. 

Diese Feststellung bedarf allerdings zweier Ein- 
schränkungen. Erstens darf man nur dann mit einer 
chemischen Homogenität eines Proteins rechnen, wenn 
dieses aus einer genetisch ‚‚reinen‘‘ Quelle stammt, sei 
es aus einem einzigen, bezüglich der Synthese dieses 
Proteins homozygoten Organismus, sei es aus mehreren 
Individuen, die einer genetisch homogenen Population 
angehören. Zweitens trifft die Annahme einer außer- 
ordentlich geringen ,,Fehlerbreite‘‘ bei der Synthese 
der Protein-Sequenzen nur für die unter physiologi- 
schen Bedingungen ablaufende Synthese zu, d.h. 
dann, wenn die für den Aufbau erforderlichen natür- 
lichen Aminosäure in physiologischen Grenzen der 
Konzentration anwesend sind. Es ist mit Sicherheit 
erwiesen, daß der Organismus sich ‚täuschen‘ läßt, 
wenn seinem Mechanismus der Proteinsynthese statt 
der natürlichen Eiweiß-Bausteine größere Menge ge- 
wisser Aminosäure-Analoge experimentell zugeführt 
werden, mit denen er nicht rechnet und auf deren 
Unterscheidung er nicht eingestellt ist. Es kann bei- 
spielsweise Äthionin [66] oder Seleno-Methionin [67] 
an Stelle von Methionin in Eiweiß eingebaut werden, 
wobei allenfalls sogar funktionstüchtige, etwa enzy- 
matisch aktive Proteine entstehen können [68]. 

Die bisherigen Untersuchungen der Proteinstruk- 
tur haben jene Hypothesen entkräftet, denen zufolge 
die Anordnung der Aminosäuren längs der Polypeptid- 
ketten durch eine einfache Periodizität geregelt sei. 
Eine solche Annahme war z. B. der bekannten Berg- 
mann-Niemannschen Theorie zugrunde gelegen. Ein 
noch so gründliches Studium der Aminosäure-Sequen- 
zen in den Polypeptidketten des Insulins, der Ribo- 
nuklease, des adrenocorticotropen Hormons usw. hat 
keinerlei Anhaltspunkte für das Vorliegen irgendeiner 
Periodizität gegeben. Es ist nicht möglich, ein allge- 
meines Reihungsprinzip für Aminosäure-Sequenzen zu 
formulieren. Die Struktur jedes einzelnen Proteins 
dürfte in einmaliger, einzigartiger Weise der besonde- 
ren Funktion dieses Proteins angepaßt sein. Wäre 
übrigens die Anordnung der Aminosäure-Reste in 
Proteinen durch Baugesetze geregelt, die eine einfache 
Struktur-Periodizität vorschrieben, so wäre die Zahl 
möglicher Eiweiß-Strukturen drastisch eingeschränkt. 
Die bestehende große Mannigfaltigkeit der Proteine 
ist dadurch gewährleistet, daß die Proteinstruktur eine 
wohl streng geordnete, aber nicht durch schematische 
Gesetze in ihren Möglichkeiten eingeengte ist. 


Der ‚wirksame Bereich“ 


In jedem Protein bilden die Aminosäure-Reste ein 
charakteristisches räumliches Baustein-Muster, an 
dessen Zustandekommen die primäre, sekundäre und 
tertiäre Struktur beteiligt sind. Es erhebt sich die 
Frage, in welchem Verhältnis dieses Muster zur biolo- 
gischen Funktion des Proteins steht. Wenn man heute 
vom Verständnis des Zusammenhangs zwischen Pro- 
teinstruktur und -funktion auch noch weit entfernt 
ist, so können wir doch eine wichtige Erkenntnis 
buchen: Für die Wirkung mancher und vielleicht der 
meisten enzymatisch und anderweitig physiologisch 
aktiven Proteine ist nicht die gesamte intakte 
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Molekülstruktur erforderlich. Nicht alle strukturellen 
Details sind gleich wichtig; einige sind essentiell, 
andere hingegen nicht. Die an den Seitenketten 
mancher Aminosäure-Reste sitzenden funktionellen 
Gruppen können durch geeignete Reagenzien substi- 
tuiert werden, ohne daß Verlust der biologischen Akti- 
vität eintritt; so ist z. B. eine Acylierung der «-Amino- 
gruppen des Insulins bekanntlich für dessen hormo- 
nelle Wirksamkeit ohne Bedeutung [69]. Andere 
funktionelle Gruppen sind essentiell; eine Substitution 
der Hydroxylgruppen der Tyrosin-Reste des Insulins 
führt zur Inaktivierung des Hormons. Zu den essen- 
tiellen Gruppen vieler Enzyme zählen Sulfhydryl- 
Gruppen ihrer Cystein-Reste [70]; ihre Reaktion mit 
N-Äthyl-maleinimid oder mit p-Chlormercuribenzoat 
ist von Wirksamkeitsverlust begleitet. Besonders 
charakteristisch und genau untersucht ist die Um- 
setzung einiger proteolytischer und esterspaltender 
Enzyme mit Organophosphor-Verbindungen von der 
Art des Diisopropylfluorphosphats (DFP): Einführung 
eines einzigen Diisopropylphosphorsäure-Restes (DIP) 
in das große Molekül des Chymotrypsins, Trypsins 
oder der Cholinesterase zerstört die enzymatische 
Aktivität vollkommen [77], [72], Abspaltung des 
Restes aus den substituierten Proteinen stellt die Akti- 
vität wieder her [73]; der Angriff des DFP erfolgt an 
jener Stelle des Enzym-Moleküls, die für die Anhef- 
tung und Spaltung der Enzym-Substrate bestimmt ist. 
Diese und ähnliche andere Ergebnisse führten zum 
Konzept des Vorhandenseins eines ‚wirksamen Be- 
reiches‘‘ oder ,,aktiven Zentrums‘ in den Proteinen: 
Eine Veränderung der Proteinstruktur, die direkt oder 
indirekt diesen Bereich in Mitleidenschaft zieht, führe 
zu Funktionsverlust, während den übrigen Teilen des 
Moleküls eine eher sekundäre Rolle zukomme. 

Eine besonders kräftige Unterbauung erhielt diese 
Theorie durch die Beobachtung, daß bei einigen hor- 
monell oder enzymatisch aktiven Eiweißkörpern ein 
schonender proteolytischer Abbau, durch den ein Teil 
des Moleküls abgetrennt wurde, für die Wirksamkeit 
nicht deletär war. Vom Insulinmolekül läßt sich durch 
vorsichtige Behandlung mit Trypsin ein Alanin-Rest 
vom Carboxyl-Ende der B-Kette abtrennen, ohne daß 
Inaktivierung eintritt [74]. Für die Wirkung des 
Adrenocorticotropins sind nicht alle 39 Aminosäure- 
Reste des intakten Hormons erforderlich, sondern 
auch noch die (vom Amino-Ende gezählt) ersten 28 
ausreichend, die nach Abbau mit Pepsin übrigbleiben 
[14]. Verdauung des thyreotropen Hormons des 
Hypophysenvorderlappens mit Papain liefert biolo- 
gisch aktives Material [75], ebenso ein schonender 
Abbau des Wachstumshormons mit Chymotrypsin[76]. 
Durch Carboxypeptidase lassen sich mehrere Amino- 
säure-Reste vom Carboxyl-Ende der Polypeptidkette 
des Ribonuklease-Moleküls ablösen, ohne daß dessen 
Aktivität abfällt [77], [78]. Auch Chymotrypsin und 
Lysozym sind noch voll aktiv, wenn sie ihrer carboxyl- 
endständigen Aminosäure-Reste durch Einwirkung 
von Carboxypeptidase beraubt worden sind. Die 
Autolyse des Pepsins führt zu niedrigermolekularen, 
aber immer noch proteolytisch wirksamen Produkten 
[79]. Ein besonders eklatantes Beispiel wurde von 
E. L. SmıtH [80] beigebracht, der das proteolytische 
Ferment Papain (in Form seiner Quecksilber-Verbin- 
dung Mercuri-papain) mit Hilfe der Leucin-Amino- 
peptidase abbaute; selbst als durch sukzessive Auf- 
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zehrung des Moleküls vom Amino-Ende 100 Amino- 
säure-Reste abgespalten waren, zeigte der aus nur 
mehr etwa 80 Aminosäuren bestehende Überrest 
immer noch Aktivität. Nach ViswANATHA, WONG 
und LIENER [81] besitzt ein durch Pepsin-Verdauung 
aus acetyliertem Trypsin erhaltenes Produkt, dessen 
Molekulargewicht nur mehr !/, von dem des nativen 
Trypsins betragen soll, nichtsdestoweniger noch eine 
kräftige enzymatische Wirksamkeit. 

Es hat nicht an Bemühungen gefehlt, einen näheren 
Einblick in die Lage und die chemische Natur ‚aktiver 
Bereiche“ in Eiweißkörpern zu gewinnen. Als ein 
besonders schönes Beispiel für eine diesbezügliche 
Untersuchung kann eine Arbeit von RIcHARDS [82] 
über die Ribonuklease gelten. Ihm gelang es, unter 
geeigneten Bedingungen mit Hilfe von Subtilisin nur 
eine einzige Peptidbindung im Ribonuklease-Molekül 
zu spalten, und zwar die (vom Aminoende des Mole- 
küls gerechnet) zwanzigste. (Die betroffene Bindung 
ist in der Fig. 2 durch einen Pfeil gekennzeichnet.) 
Das auf diese Weise abgespaltene, 20 Aminosäure- 
Reste enthaltende Polypeptid war enzymatisch in- 
aktiv, ebenso der aus 104 Resten bestehende große 
Restteil des Ribonuklease-Moleküls. Wurden jedoch 
die beiden Komponenten miteinander in Lösung zu- 
sammengebracht, so war die Mischung wieder ebenso 
aktiv wie eine ungespaltene Ribonuklease. Wenn der 
in der Polypeptid-Komponente enthaltene Methionin- 
Rest zu einem Methioninsulfon-Rest oxydiert wurde, 
so tat dies der enzymatischen Aktivität der Mischung 
beider Komponenten keinen Abbruch, wohl aber, 
wenn der Histidin-Rest der Polypeptid-Komponente 
durch Photooxydation zerstört wurde. Diese Befunde 
zeigen klar, wie wichtig für die Funktion eines Pro- 
teins neben der primären Struktur auch die räumliche 
Architektur ist; Polypeptid-Bereiche, die weit von- 
einander entfernt wären, wenn es nur auf die primäre 
Proteinstruktur ankäme, können, durch Vermittlung 
schwächerer Bindungskräfte einander nahegebracht, 
gemeinsam am Aufbau eines ‚aktiven Zentrums“ be- 
teiligt sein. Die geschilderten Untersuchungen machen 
auch deutlich, wie unterschiedlich die Wichtigkeit 
verschiedener Aminosäure-Reste eines Proteins für 
dessen spezifische Wirksamkeit ist. 

Ein weiteres Beispiel: Bei Arbeiten über Trypsin, 
Chymotrypsin und andere proteolytische und ester- 
spaltende Enzyme gingen mehrere Forschergruppen 
so vor, daß sie in den ,,aktiven Bereich‘ der Proteine, 
an die für die enzymatische Wirksamkeit essentielle 
Stelle, durch Umsetzung mit **P-Diisopropylfluor- 
phosphat einen radioaktiven DIP-Rest einführten. 
Nach partieller Hydrolyse der auf diese Weise inakti- 
vierten und radioaktiv markierten Enzyme mit Mine- 
ralsäure oder mit Proteasen isolierten sie Peptide, die 
durch den Besitz radioaktiven Phosphats gekenn- 
zeichnet waren, und klärten ihre Struktur auf. In 
allen untersuchten, durch spezifische Reaktion mit 
DFP ausgezeichneten Proteinen erwies sich die Hy- 
droxylgruppe eines Serin-Restes als Träger der Phos- 
phorsäure (Tabelle 1). Aber auch die diesen Serin-Resten 
unmittelbar benachbarten Aminosäuren wurden in 
Chymotrypsin [83] bis [86], Trypsin [87] bis [89] und 
Thrombin [90] als gleich befunden (Sequenz: — Asp— 
—Ser—Gly—); in der Ali-esterase [88] und in der 
Elastase [13] dürfte die Gruppierung der Aminosäure- 
Reste um den für funktionell bedeutsam gehaltenen 
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Serin-Rest ebenfalls eine ähnliche sein. Es ist daher 
naheliegend anzunehmen, daß die strukturelle Über- 
einstimmung zwischen diesen verschiedenen Proteinen 
an einer zu ihrem aktiven Bereich gerechneten Stelle 


Tabelle 1. Die Nachbarschaft des für einen Bestandteil des „aktiven 


Bereichs‘‘ gehaltenen Serin-Restes in verschiedenen Fermenten 
[90] bis [93] 
a-Chymotrypsin - Gly + Asp + Ser+ Gly + Gly + Pro+ Leu + 
Trypsin * Asp » Ser - Cys Glu + Gly + Gly » Asp + Ser + Gly + Pro» Val + Cys + 
Ser + Gly + Lys* 
Thrombin * Gly + Asp + Ser + Gly + 
Phosphoglucomutase + Asp + Ser + Gly + Glu + Ala + Val 


mit einer im Grunde iibereinstimmenden enzymati- 
schen Wirksamkeit in Beziehung steht, sind doch die 
besprochenen Enzyme durchwegs Hydrolasen. (In 
dieses Bild paßt freilich nicht ganz der kürzlich von 
KOSHLAND [93] erhobene, interessante Befund, daß 
auch in der Phosphoglucomutase, einem nicht-hydroly- 
tischen Ferment des Kohlenhydrat-Stoffwechsels, ein 
phosphorylierbarer und mit 3?P markierbarer Serin- 
Rest von den gleichen Aminosäuren (Asp und Gly) 
umgeben ist wie der mit DFP reagierende Serin-Rest 
der Hydrolasen.) Zum aktiven Bereich der Hydrolasen 
dürfte außer dem Serin-Rest auch noch ein Histidin- 
Rest gehören. Es ist wahrscheinlich [94], daß der 
DIP-Rest bei der Umsetzung der Enzyme mit DFP 
(und ebenso die Acyl-Reste der Enzym-Substrate bei 
ihrer Spaltung durch die Enzyme) primär nicht vom 
Serin-Rest, sondern von der Imidazol-Gruppe eines 
Histidin-Restes aufgenommen wird und erst sekundär 
vom Histidin auf das Serin abwandert. Ein solcher 
Histidin-Rest, der ein integrierender Bestandteil des 
„aktiven Zentrums“ sein dürfte, ließ sich jedoch nicht 
in der den Serin-Rest einschließenden Polypeptidkette 
finden (Tabelle 1); er gerät vermutlich nicht durch die 
primäre, sondern durch die tertiäre Struktur des 
Enzym-Moleküls in die Nachbarschaft des Serins. 
Diese Tatsache unterstreicht wiederum die Bedeutung 
der räumlichen Konformation für ein Verständnis des 
Zusammenhangs von Struktur und Funktion der 
Proteine und warnt vor einer vorschnellen Annahme, 
daß im ,,aktiven Bereich‘‘ vor allem die in einer Amino- 
säure-Sequenz benachbarten Reste funktionell eine 
gemeinsame Rolle spielen. 

Während in den Hydrolasen der ‚aktive Bereich“ 
ausschließlich aus Aminosäure-Resten besteht und zur 
Auffindung und näheren Untersuchung künstlich 
durch radioaktives Phosphat markiert werden mußte, 
ist in konjugierten Proteinen durch deren prostheti- 
sche Gruppe für eine natürliche Markierung jenes 
Protein-Bereiches gesorgt, der der prosthetischen 
Gruppe benachbart ist und mit ihr das aktive Zentrum 
zusammensetzt. Ein besonders günstiges Objekt für 
ein Studium des ‚aktiven Zentrums‘ in einem kon- 
jugierten Eiweißkörper ist das Hämoprotein Cyto- 
chrom c. Seine prosthetische Gruppe leitet sich von 
dem auch in Hämoglobin, Katalase und Peroxydase 
vorkommenden Protohäm ab. Die katalytische Funk- 
tion des Cytochroms c ist die eines Elektronenüber- 
trägers; ihr liegt eine schnell abwechselnde Oxydation 
und Reduktion des in der prosthetischen Gruppe zen- 
tral gebundenen Eisenatoms zugrunde. Hämoglobin 
hingegen wirkt als Sauerstoff-Transporteur, Katalase 
und Peroxydase sind oxydative Fermente. Die Ver- 
schiedenheit der Funktionen dieser Hämoproteine 


trotz Gleichheit der prosthetischen Gruppen zeigt 
deutlich, welch fundamentalen Einfluß die Eiweiß- 
komponente (das Apoprotein) auf die Reaktionsweise 
der prosthetischen Gruppe ausübt; das ‚aktive Zen- 
trum“ reicht offensichtlich über die prosthetische 
Gruppe im engeren Sinne hinaus und umfaßt einen 
dieser räumlich benachbarten Teil der Protein-Kompo- 
nente. 

In Cytochrom c sind Apoprotein und prosthetische 
Gruppe miteinander in stabiler Weise durch zwei 
Thioätherbrücken verbunden; diese sind dadurch ent- 
standen zu denken, daß sich die Sulfhydryl-Gruppen 
von zwei Cystein-Resten, die in die Aminosäure- 
Sequenz der Eiweiß-Komponente eingeschlossen sind, 
an die zwei Vinyl-Seitenketten eines Protohäms ange- 
lagert haben [95], [96]. Eine weitere Verknüpfung 
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Fig. 4. Das aus Pferde-Cytochrom ce durch Abbau mit Pepsin 


erhaltene ‚„Hämopeptid‘“ [99] 


von Eiweiß-Komponente und Häm-Komponente ist 
dadurch gegeben, daß das Eisenatom des Häms mit 
stickstoffhaltigen Gruppen des Apoproteins koordi- 
nativ verbunden ist; diese Bindung verleiht dem 
Cytochrom c ein charakteristisches Hämochromogen- 
Spektrum. Die Natur der mit dem Eisen unter Hämo- 
chromogen-Bildung verknüpften Gruppen der Protein- 
Komponente des Cytochroms ist von großem Interesse, 
da diese zweifellos die Eigenschaften der prosthetischen 
Gruppe entscheidend beeinflussen und dem ‚aktiven 
Zentrum“ zuzurechnen sind. THEORELL und ÄKESON 
stellten auf Grund ihrer eingehenden Untersuchungen 
schon vor Jahren die Hypothese auf, daß mindestens 
eine der zwei häm-gebundenen Gruppen, vermutlich 
jedoch beide, Imidazolgruppen von Histidin-Resten 
sind [97]. Untersuchungen der Aminosäure-Sequenz 
in dem der prosthetischen Gruppe benachbarten Be- 
reich der Protein-Komponente erlaubten nun einen 
näheren Einblick in die Architektur des ‚‚aktiven 
Zentrums“. Cytochrom c wurde mit Trypsin [98], in 
anderen Versuchen mit Pepsin [99] abgebaut; aus der 
Mischung der Spaltprodukte ließ sich in beiden Fällen 
ein rotes „Hämopeptid‘ gewinnen, das die prostheti- 
sche Gruppe des Cytochroms in Verbindung mit einer 
aus 9 bzw. 11 Aminosäure-Resten bestehenden Poly- 
peptidkette enthielt. Fig. 4 zeigt das durch peptische 
Verdauung erhaltene Hämopeptid; man sieht, daß 
die zwei Cystein-Reste, welche das Apoprotein durch 
Thioätherbrücken an das Häm anschließen, Bestand- 
teile einer und derselben Peptidkette und in dieser 
voneinander nur durch zwei andere Aminosäure-Reste 
getrennt sind; ferner erweist sich ein Histidin-Rest als 
unmittelbarer Nachbar eines der beiden Cystein-Reste. 
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EHRENBERG und THEORELL [100] haben daraufhin ein 
räumliches Modell der Hämopeptid-Struktur gebaut 
und demonstriert, daß sich zwei Cystein-Reste un- 
schwer mit ihren SH-Gruppen an die Vinyl-Seiten- 
ketten eines Protohäm-Moleküls addieren lassen, wenn 
zwischen sie in der Aminosäure-Sequenz zwei andere 
Aminosäure-Reste eingeschaltet sind und wenn die 
Polypeptidkette die Form einer «-Helix annimmt; be- 
findet sich die Polypeptidkette jedoch in einer solchen 
sekundären Struktur, dann gerät der Histidin-Rest in 
eine räumliche Position, die für eine koordinative 
Bindung an das Eisen-Atom des Häms besonders 
günstig ist. Es ist also überaus wahrscheinlich, daß 
dieser Histidin-Rest wirklich einer der zwei häm- 
gebundenen basischen Gruppen des Cytochrom-Pro- 
teins ist. Auf solche Weise kann man sich also eine 
räumliche Vorstellung vom aktiven Bereich des Cyto- 
chroms c machen, welche freilich noch insoferne un- 
vollständig ist, als die Natur und die Verknüpfungs- 
weise der zweiten mit dem Eisen koordinativ verbun- 
denen stickstoffhaltigen Gruppe noch nicht be- 
kannt ist. 

Wenn nun wirklich eine Konfiguration, die zwei 
häm-gebundene und voneinander durch zwei Amino- 
säuren getrennte Cystein-Reste sowie einen unmittelbar 
benachbarten, ebenfalls häm-gebundenen Histidin- 
Rest umfaßt, ein charakteristisches Struktur-Merkmal 
des Cytochroms c darstellt, dann sollte man dieses 
Muster von Aminosäure-Resten in allen Verbindungen 
mit den spektroskopischen und katalytischen Eigen- 
schaften des Cytochroms c finden, unabhängig davon, 
woher sie stammen. Andere Aminosäure-Reste mögen 
austauschbar sein; dieses grundlegende Muster hin- 
gegen sollte als unveränderlich befunden werden. Diese 
Vermutung hat sich als richtig erwiesen. Cytochrom c 
wurde aus verschiedenen Organismen gewonnen, aus 
3 Säugetieren [101], einem Fisch [99], einem Vogel 
[99], einem Insekt [103] und aus zwei Mikroorganis- 
men, aus Hefe [104] und aus dem photosynthetischen 
Bakterium Rhodospirillum rubrum [102]. Diese Cyto- 
chrome wurden enzymatisch abgebaut und die Amino- 
säure-Sequenzen in den aus ihnen gewonnenen Hämo- 
peptiden miteinander verglichen (Tabelle 2). Dabei 


Tabelle 2. Vergleich einer homologen Aminosäure-Sequenz in Cyto- 


chrom c verschiedener Herkunft [99] bis [104] 


Rind (NH ‘east 
Pferd } ..."Val- Glu-Lys-Cys-Ala- Glu-Cys-His- Thr- Val+ Glu-Lys.... 
Schwein 
rNH, rNB, 
Lachs ...* Val’Glu-Lys-Cys-Ala- Glu: Cys: His: Thr- Val- Glu... 
rNB. rNH, 
Huhn ...* Val+ Glu + Lys + Cys + Ser+ Glu-Cys + His: Thr- Val: Glu-... 
Seiden- NH: air, 
spinner’... * Val: Glu- Arg Cys+ Ala Glu: Cys: His+ Thr- Val- Glu-... 
Hefe ...: Phe» Lys+ Thr: Arg - Cys Glu: Leu -Cys - His: Thr - Val Glu-... 
...*Cys+ Leu: Ala: Cys+ His: Thr+ Phe + Asp: Glu- 
Rhodosp. 


rNB, 
Gly + Ala + Asp + Lys 


rubrum 


zeigten sich auffallende Ubereinstimmungen und auf- 
fallende Unterschiede. Zu den Ubereinstimmungen 
gehörte, unserer Erwartung völlig entsprechend, das 
regelmäßige Vorkommen und die stets gleiche gegen- 
seitige Lage zweier Cystein-Reste und eines Histidin- 
Restes, jener Reste also, die wir dem ‚aktiven Zen- 
trum‘ des Cytochroms c zurechnen. Die meisten 
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übrigen Aminosäure-Reste, die vermutlich dem akti- 
ven Bereich nicht angehören, erwiesen sich hingegen 
als veränderlich. 


Die Proteinstruktur als ein hereditärer Charakter 


Der Befund, daß sich die Aminosäure-Sequenz in 
Cytochrom c verschiedener Organismenarten — und 
allgemein: in Proteinen gleicher Funktion, aber ver- 
schiedener Herkunft — in manchen Details vonein- 
ander unterscheidet, ist in einem allgemeineren, gene- 
tischen Zusammenhang von großem Interesse und soll 
daher näher besprochen werden. Beim Vergleich des 
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Fig. 5. Vergleich einer Aminosäure-Sequenz in den A-Ketten von 
Insulin verschiedener Herkunft [106] ; 


aufgeklärten Teiles der Aminosäure-Sequenz in Cyto- 
chrom c verschiedener Tierarten (Tabelle 2) fällt der 
Ersatz einzelner Aminosäure-Reste durch andere auf; 
so befindet sich an jener Stelle der Sequenz, an der in 
Säugetier-Cytochromen ein Alanin steht, in einem 
Vogel-Cytochrom ein Serin-Rest; ein in Säuger-, 
Fisch- und Vogel-Cytochrom vorkommender Lysin- 
Rest ist im Cytochrom des Seidenspinners durch 
Arginin ersetzt. In Cytochromen niederer Organismen 
erwies sich die Zahl ausgetauschter Aminosäure-Reste 
als größer. — Ähnliche Befunde einer „Artspezifität‘ 
der primären Struktur, die sich im Austausch einzelner 
Aminosäuren gegen andere äußert, sind von verschie- 
denen Forschern auch an mehreren anderen Proteinen 
und Polypeptiden erhoben worden. Das aus 5 Säuger- 
Spezies isolierte Insulin zeigt eine völlige Überein- 
stimmung des Aufbaues mit Ausnahme eines eng be- 
grenzten Bereiches der A-Kette des Moleküls (Fig. 5), 
in dem einzelne Aminosäure-Reste gegen andere ver- 
tauscht sind (Alanin und Threonin, Glycin und Serin, 
Valin und Isoleucin) [106]. Das Vasopressin des 
Rindes unterscheidet sich von dem des Schweines 
durch den Ersatz eines Arginin-Restes durch einen 
Lysin-Rest [105]. Ahnliche Beispiele fiir Art-Unter- 
schiede der Aminosäure-Sequenz bieten auch das 
Adrenocorticotropin [14], [15] und das Hyperten- 
sin [21], [22]. 

Die Aminosäure-Sequenz in Proteinen und Poly- 
peptiden ist, wie schon früher betont, nicht ein Produkt 
des Zufalls, sondern streng determiniert. Sie ist ein 
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hereditärer Charakter; sie wird im allgemeinen unver- 
ändert von einer Generation auf die andere vererbt. 
Wenn sich Proteine verschiedener Herkunft durch 
kleine Abwandlungen der primären Struktur unter- 
scheiden, so widerspiegeln sich darin Abwandlungen 
des Erbmaterials. 

Ein klarerer Einblick in den Zusammenhang zwi- 
schen primärer Struktur der Proteine und den für sie 
zuständigen Erbfaktoren ist in letzter Zeit, vor allem 
durch die hervorragenden Arbeiten INGRAMS in Cam- 
bridge, gewonnen worden. Man wußte schon seit 
einigen Jahren, daß nicht nur funktionsgleiche Pro- 
teine verschiedener Arten von Lebewesen kleine 
strukturelle Unterschiede aufweisen, sondern daß 
Proteine manchmal auch dann in verschiedenen 
(wenn auch einander sehr ähnlichen) Typen auftreten, 
wenn sie aus Individuen gewonnen worden sind, die 
derselben Organismen-Art angehören. Am besten 
untersucht sind die ,,abnormalen‘‘ Hämoglobine des 
Menschen, so genannt, weil einige von ihnen zu ernsten 
hämolytischen Anämien Anlaß geben. Als erstes von 
ihnen wurde 1949 von PAULING, ITANO u. Mitarb. [108] 
im Blut von Patienten, die an Sichelzell-Anämie 
litten, das Sichelzell-Hämoglobin (HbS) entdeckt; 
dieses unterscheidet sich vom normalen Hämoglobin 
(HbA) durch eine andere Wanderungsgeschwindigkeit 
im elektrischen Feld und durch eine verminderte 
Löslichkeit im deoxygenierten Zustand. Seither sind 
eine Reihe anderer Hämoglobine aufgefunden worden 
(HbC, HbD, HbE usw.) [107]. Genetische Unter- 
suchungen zeigten, daß der Besitz solcher abnormaler 
Hämoglobine auf Mendelsche Weise vererbt wird und 
auf chromosomale Gene zurückgeht. Wir haben hier 
ein besonders schönes Beispiel dafür, daß sich Ände- 
rungen in einem Gen, das für die Produktion eines 
Proteins verantwortlich ist, in Änderungen der Eigen- 
schaften dieses Proteins auswirken. Fast sicher erfolgt 
die Umwandlung des für die Synthese des normalen 
Hämoglobins A zuständigen Gens in das die Synthese 
eines abnormalen Hämoglobins determinierende Gen 
durch eine einfache Punkt-Mutation; der Unterschied 
zwischen den Hämoglobinen ist folglich die Wider- 
spiegelung eines einfachen mutativen Schrittes. IN- 
GRAM konnte nun durch eine eingehende chemische 
Untersuchung klarstellen, daß der strukturelle Unter- 
schied zwischen HbA, HbS und HbC darin besteht, 
daß unter 300 Aminosäure-Resten jeweils ein einziger 
durch einen anderen ersetzt ist (Tabelle 3): Ein Glut- 
aminsäure-Rest des HbA ist gegen Valin bzw. Lysin 
ausgetauscht [709], [710]. Auch HbE unterscheidet 
sich von HbA ausschließlich durch den Ersatz eines 
einzigen Aminosäure-Restes; die Stelle dieses Aus- 


Tabelle 3. Jener Teil der Aminosäure-Sequenz, in dem die Hämo- 
globine A, S und C sich durch Austausch eines Aminosäure-Restes 
unterscheiden 


Hb A ... —His- Val - Leu: Leu: Thr: Pro: Glu- Glu: Lys—... 
Hb §S ...—His- Val: Leu: Leu: Thr: Pro: Val- Glu: Lys—... 
Hb C ...—His- Val- Leu - Leu: Thr: Pro- Lys: Glu: Lys—... 


tausches (Lysin gegen Glutaminsäure) in der Amino- 
säure-Sequenz ist in diesem Falle jedoch eine andere 
als bei HbS und HbC [110]. Eine Mutation hat also 
anscheinend den Austausch jeweils eines Aminosäure- 
Restes in der Aminosäure-Sequenz eines Proteins zur 
Folge, und zwar jenes Proteins, für welches das Gen 
zuständig ist. 


Die kleinen Variationen der Proteinstruktur, durch 
die sich die Hämoglobin-Typen des Menschen von- 
einander unterscheiden, sind von ähnlicher Art und 
von vergleichbarem Ausmaß wie die kleinen Unter- 
schiede der Aminosäure-Sequenz, die an Proteinen ver- 
schiedenartiger Herkunft, z. B. am Insulin verschie- 
dener Säuger, festgestellt worden sind. Es läßt sich 
vermuten, daß die Artunterschiede der Proteinstruk- 
tur ebenso durch Gen-Mutationen zustandekommen 
wie die Typen-Unterschiede zwischen verschiedenen 
Hämoglobinen des Menschen. Wenn diese Annahme 
zutriftt, sollten sich Proteine voneinander um so stärker, 
durch einen Austausch von Aminosäure-Resten an 
umso mehr verschiedenen Stellen der Polypeptid- 
ketten unterscheiden, je weiter die sie produzierenden 
Organismen in der Evolution voneinander entfernt 
sind. Die vergleichende Untersuchung der Amino- 
säure-Sequenzen in Proteinen könnte folglich als ein 
Hilfsmittel zur Aufdeckung entwicklungsgeschicht- 
licher Zusammenhänge dienen. Für ein solches Vor- 
haben wäre ein Eiweißkörper wie Cytochrom c, der 
in fast allen Organismenarten vorkommt, besonders 
geeignet. Die bisherige Bearbeitung der primären 
Struktur des Cytochroms c umfaßte freilich einen 
noch viel zu geringen Teil (nur etwa !/,) des Mole- 
küls und auch die Zahl untersuchter Cytochrome 
verschiedener Herkunft war viel zu beschränkt, als 
daß schon irgendwelche entwicklungsgeschichtliche 
Schlüsse gezogen werden könnten. Das Ziel ist je- 
doch gesteckt, und seine Erreichung ist fortgesetzter 
Mühe wert. 
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Biochemie der Rezeptoren und Resistenzfaktoren *) 
Von der Widerstandsfähigkeit der Lebewesen gegen Einwirkungen der Umwelt 
Von RIcHARD KunHn, Heidelberg 


1. Die Mannigfaltigkeit der Resistenzerscheinungen 


Es ist eine alte Erfahrung, daß nicht jeder Mensch 
gleich viel aushält. Man beobachtet auch sonst in 
der Natur,‘ wenn man verschiedene Individuen ein 
und derselben Spezies vergleicht, recht oft große 
Unterschiede in der Widerstandsfähigkeit, der Resi- 
stenz, gegen Einwirkungen mannigfacher Art: gegen 
Hitze und Kälte, gegen Bakterien und Viren, gegen 
Arzneimittel und Gifte, gegen Röntgenstrahlen und 
vieles andere. Solche Unterschiede sind bekannt bei 
den Bakterien und vielen Pilzen, bei grünen Pflanzen, 
bei Insekten und höheren Tieren: was manche ver- 
tragen, bekommt anderen gar nicht oder bringt sie 
gar um. Die Mannigfaltigkeit der Erscheinungen ist 
überaus groß, weil sich hier zwei Mannigfaltigkeiten 
überlagern: die Vielartigkeit der Lebewesen, die unsere 
Erde besiedeln, und die Vielfalt äußerer Faktoren, die 
auf jedes einzelne von all diesen Lebewesen einwirken. 


*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 
Deutscher Naturforscher und Ärzte am 1. Oktober 1958 in Wiesbaden. 


Die Naturwiss. 1959 


Um angesichts der überwältigenden Mannigfaltigkeit bei den 
folgenden Betrachtungen nicht ins Uferlose zu geraten, wollen wir 
drei Abgrenzungen des Blickfeldes vornehmen: a) Es sollen nur 
Individuen derselben Spezies verglichen werden, z.B. Staphylokok- 
ken mit Staphylokokken und Mäuse mit Mäusen. b) Innerhalb 
dieses Rahmens sollen vorzugsweise auch nur Individuen desselben 
Entwicklungszustandes vergleichend betrachtet werden. c) Nur 
große Unterschiede in der Resistenz sollen berücksichtigt werden. 
Damit ist folgendes gemeint: Bekanntlich finden wir auch bei einer 
reinrassigen Linie, wenn wir z.B. die Schoten von Erbsenpflanzen 
öffnen, daß nicht alle Samen gleich schwer sind. Ihr Gewicht 
schwankt um einen gewissen Mittelwert nach einer von K.F. Gauss 
ermittelten Verteilungsfunktion. Hinsichtlich der Eigenschaft, resi- 
stent bzw. anfällig zu sein, liegen die Verhältnisse nicht anders. Es 
sollen also nur statistisch gesicherte Unterschiede der Mittelwerte 
betrachtet werden. 


2. Bedeutung für Medizin und Landwirtschaft 


Penicillin-resistente Staphylokokken und DDT- 
resistente Fliegen sind wohl die bekanntesten Beispiele 
für den Kummer, den die Erscheinungen der Resistenz 
für viele Menschen bedeuten. Diesen Kummer ver- 
spüren auch diejenigen Chemiker, die sich mit der 


3a 
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Herstellung von Heilmitteln und Schädlingsbekämp- 
fungsmitteln befassen. Stolze Erfolge werden durch 
das Auftreten von resistenten Krankheitserregern 
und von resistenten landwirtschaftlichen Schäd- 
lingen immer wieder in Frage gestellt. Eine Jagd 
nach immer neuen Mitteln, die auch noch gegen solche 
Formen wirken, die gegen bekannte andere Mittel 
Resistenz erworben haben, ist in Gang. Wie lange 
kann eine solche Jagd erfolgversprechend bleiben ? 
Müssen wir nicht versuchen, die Ursachen der Resi- 
stenzerscheinungen klar zu legen ? 

Wenn wir in dieser Richtung suchen und arbeiten, 
dann steht uns ein zweifaches Ziel vor Augen. Auf 
dem Gebiet der Chemotherapie und der Schädlings- 
bekämpfung wollen wir Resistenz brechen. Bei Kul- 
turpflanzen, Nutztieren und beim Menschen wollen 
wir dagegen Resistenz unterstützen und, wenn irgend 
möglich, steigern. 

Das Problem der Giftfestigkeit hat schon P. EHR- 
LIcH beschäftigt, der auf atoxylfeste Stämme von 
Protozoen stieß. Was er für das Arsen in organischer 
Bindung erkannte, war für das anorganische As,O,, 
als Gewöhnung an Gift, von den Arsenikessern in der 
Steiermark her bekannt und ist noch heute Schul- 
beispiel bei Vorlesungen über Pharmakologie. Die 
durch Gewöhnung an Gift erworbene Resistenz wird 
auch als Mithridatismus bezeichnet. Mithridates VI., 
König von Pontus, soll sich aus Angst, von anderen 
vergiftet zu werden, selbst an Gift gewöhnt haben, 
um nicht das Schicksal von Angehörigen seiner Fa- 
milie zu teilen. 


3. Fragestellung: Wirkungsweise 


Im Gegensatz zu den Merkmalen, die sich auf 
Farben, Formen und Bewegungsfunktionen beziehen, 
sind die Merkmale der Anfälligkeit bzw. Resistenz — 
im allgemeinen — an den betreffenden Lebewesen für 
den Beschauer nicht unmittelbar sinnfällig. Auch bei 
mikroskopischer Untersuchung kann man im allge- 
meinen die anfälligen von den resistenten Zellen bzw. 
Individuen nicht unterscheiden. Da sie sich dennoch 
verschieden verhalten, müssen stoffliche, d.h. che- 
mische Unterschiede vorhanden sein. Diese ausfindig 
zu machen, ist meist gar keine leichte Aufgabe für 
den Chemiker. Denn es handelt sich dabei darum, ob 
neben den hunderten bzw. tausenden von identischen 
Stoffen, aus denen sich die Zellen bzw. Gewebe der 
anfälligen und der resistenten Individuen gleicher- 
maßen aufbauen, einer (oder wenige) nachgewiesen 
werden können, die für die Eigenschaft der Resistenz 
bzw. der Anfälligkeit verantwortlich gemacht werden 
dürfen. Ist es gelungen, einen Stoff nachzuweisen 
und zu isolieren, der in charakteristischer Weise nur 
in den resistenten Individuen vorkommt, den anfälligen 
dagegen fehlt, so bedarf es weiterhin des Nachweises, 
daß die künstliche Zufuhr eben dieses Stoffes den an- 
fälligen Individuen das Merkmal der Resistenz zu 
verleihen vermag. Bei solchen Testmethoden treten 
oft zusätzliche Schwierigkeiten auf, namentlich dann, 
wenn es sich um hochmolekulare Stoffe, etwa um 
Proteine oder Fermente handelt, die nicht durch die 
Zellwandungen in die Testorganismen einzudringen 
vermögen. Für die Erforschung niedermolekularer 
Wirkstoffe liegen die Verhältnisse auch hier günstiger. 

In diesem Vortrag soll der Versuch unternommen 
werden, die Erscheinungen, soweit diesbezügliche 


Kenntnisse vorliegen oder wenigstens angebahnt sind, 
unter einem chemischen Gesichtspunkt zu klassifi- 
zieren, nämlich nach der Wirkungsweise der Stoffe. 
Ein solches Einteilungsprinzip ist vielleicht eher 
geeignet, auch die Forschungen von Ärzten, Biologen 
und Züchtern gedanklich anzuregen als eine Registrie- 
rung, die sich nur danach richtet, ob in dem betrach- 
teten Einzelfall die für die Resistenz als wesentlich 
erkannte Verbindung in die Klasse der Alkaloide, 
der Steroide, der Glykoside usw. einzuordnen ist. 
Auch andere Möglichkeiten der Klassifizierung, die 
sich abgesehen von den Einteilungsprinzipien der 
organischen Chemie bieten, sollen demgegenüber in 
den Hintergrund treten, so die Frage, ob der betrach- 
tete Fall von Resistenz erfreulich ist (Kulturpflanzen, 
Nutztiere, Menschen) oder unerfreulich (Unkraut, 
Krankheitserreger, landwirtschaftliche Schädlinge) ; ob 
es sich um tierische oder pflanzliche Individuen han- 
delt; ob die Eigenschaft der Resistenz vererbt wird 
oder nicht; ob sie lebenslänglich währt oder nur 
vorübergehend ist u.a.m. — Übergeordnet soll die 
Betrachtung der Wirkungsweise sein. 


4. Zwei Möglichkeiten 


In dieser Hinsicht wichtig ist nun vor alleın die 
Feststellung, daß der Ausdruck Resistenzfaktor von 
Pflanzenzüchtern, Tierzüchtern und Biologen zur Be- 
zeichnung gewisser Erbfaktoren benützt wird. In 
diesem ursprünglichen Sinne beinhaltet das Wort 
Resistenzfaktor nicht die Vorstellung von chemisch 
wirksamen Substanzen, die in Abhängigkeit von 
solchen Erbfaktoren gebildet werden. Seitdem nun 
der Ausdruck von Biochemikern auch für die gen- 
abhängigen Wirkstoffe benützt wird, könnte man ver- 
muten, daß jedem genetisch nachgewiesenen auch 
ein chemisch zu isolierender Resistenzfaktor ent- 
sprechen werde. Das ist aber keineswegs der Fall. 
Man kennt nämlich Beispiele dafür, daß sich resistente 
Individuen von anfälligen nicht dadurch unterschei- 
den, daß sie im Gegensatz zu letzteren besondere 
Substanzen enthalten, sondern, daß umgekehrt die an- 
fälligen Individuen besondere Stoffe besitzen, die den 
resistenten fehlen. In solchen Fällen ist das chemische 
Äquivalent des Resistenzfaktors ein Nichts, und alle 
Mühe um den chemischen Nachweis und die Isolierung 
entsprechender Stoffe wird vergeblich bleiben. Hier 
besteht die Aufgabe darin, die ,,Anfalligkeitsfaktoren“ 
der anfälligen Individuen stofflich kennen zu lernen. 
Solche Anfälligkeitsfaktoren entsprechen in vieler 
Hinsicht dem, was PAUL EHRLICH einen Rezeptor 
genannt hat. Es sind chemische Strukturen in den 
Zellen, die irgendwie mit einem von außen kommenden 
Agens in Wechselwirkung treten. Fehlen sie, dann 
bleibt die Wechselwirkung aus. Aufgabe der Bio- 
chemie ist es somit, in jedem Einzelfalle festzustellen, 
ob der Unterschied zwischen anfällig und resistent 
durch besondere Rezeptoren der anfälligen oder durch 
Resistenzstoffe der resistenten Lebewesen bedingt ist. 


5. Rezeptoren 


Die meisten, im Sinne von P. EHRLICH als Re- 
zeptoren zu bezeichnenden Substanzen scheinen hoch- 
molekular zu sein, und wir sind noch weit davon ent- 
fernt, genaue chemische Konstitutionsformeln für sie 
Als Beispiele genannt seien 


angeben zu können. 
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gewisse Mucine, die nach F.M. BuRNET vom Influenza- 
virus und vom Rezeptor-zerstörenden Enzym, das 
sich aus der Kulturflüssigkeit von Choleravibrionen 
gewinnen läßt (RDE = receptor destroying enzyme), 
angegriffen werden. Unter der Wirkung des RDE 
wird, so wie durch das Influenzavirus, aus dem hoch- 
molekularen Mucin eine niedermolekulare, leicht dia- 
lysierbare Komponente abgespalten, die mit EHR- 
LicHs Aldehyd (#-Dimethylaminobenzaldehyd, in sau- 
rer Lösung) eine intensive Violettfärbung gibt und die 
zur Gruppe der von G. BLıx entdeckten Sialinsäuren 
gehört. | 

Rezeptoren für Influenzavirus. Es ist nun ein 
gliicklicher Zufall gewesen, daB in einer gemeinsam 
mit R. BROSSMER durchgeführten Untersuchung über 
Inhaltsstoffe der Milch eine niedermolekulare Sub- 
stanz vom Charakter eines Trisaccharids isoliert 
werden konnte, die in gleicher Weise wie ein hoch- 
molekulares, fadenziehendes Mucin durch Influenza- 
virus und durch RDE gespalten wird. Als Spalt- 
stücke treten dabei Lactose (Milchzucker) und Lact- 
aminsäure (O-Sialinsäure, N-Acetyl-neuraminsäure) 
auf. Die Lactaminsäure ist eine «-Ketocarbonsdure 
mit 9 C-Atomen, die noch eine CH, - CO - NH- und 
fünf OH-Gruppen trägt. Sie leitet sich von dem sonst 
in der Natur noch nicht angetroffenen N-Acetyl-D- 
mannosamin ab. Durch Permethylierung und an- 
schließende Säurehydrolyse konnten wir die Kon- 
stitution der Lactaminsäurelactose auf klassischem 
Wege klären: die Säurekomponente ist «-ketosidisch 
mit dem C-Atom 3 des Galaktoserestes verknüpft. 
Damit ist*die vollständige Struktur eines Naturstoffes 
ermittelt worden, der sich wie ein Rezeptor verhält. 

Gemeinsam mit A. GAUHE konnte aus Milch noch 
eine weitere, isomere Lactaminsäure-lactose isoliert 
werden, die im Gegensatz zur eben besprochenen 
weder durch Influenzavirus noch durch das Rezeptor- 
zerstörende Enzym von V. cholerae angegriffen wird. 
In diesem Falle erhielten wir nach Permethylierung 
und Säurehydrolyse nicht 2.4.6- sondern 2.3.4-Tri- 
methyl-galaktose. Daraus folgt, daß in der unspalt- 
baren Verbindung die Ketosäure mit dem C-Atom 6 
des Galaktoserestes im Milchzucker verknüpft ist. 


HC—OH 


HC_OH 
HOCH 
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3’-Lactaminsäure-lactose 
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6’-Lactaminsäure-lactose 


Die Konstitutionsformeln der 3’-Lactaminsäure- 
lactose (spaltbar) und der 6’-Lactaminsäure-lactose 
(unspaltbar) zeigen, mit wie hoher Strukturspezifitat 
von Rezeptoren wir zu rechnen haben werden. 

So wie in der Milch kommen, nach einer mit 
H. EacE in Angriff genommenen Untersuchung, auch 
im Gehirn zwei Typen nahe verwandter Verbindungen 
vor, von denen die einen durch Influenzavirus bzw. 
durch RDE gespalten werden und die anderen nicht. 
Es handelt sich um die von E. KLENK entdeckten sog. 
Ganglioside, die sich von den trisaccharidartigen Ver- 
bindungen der Milch dadurch unterscheiden, daB sie 
nicht nur aus D-Glucose, D-Galaktose und D-(-)-Lact- 
aminsäure aufgebaut sind, sondern überdies noch 
D-Galaktosamin, Sphingosin und Fettsäure als Bau- 
steine enthalten. Es ist uns gelungen, das Gangliosid 
aus Rinderhirn durch Chromatographie an Zellulose 
in zwei Komponenten aufzutrennen, die sich hin- 
sichtlich der Bausteine wie folgt unterscheiden: 














Baustein Gangliosid 
(analytische Kennzahlen) Ges 6 

Lactaminsäure .......64:-. 31% || ee 
nS ahs San Sm BE eee C- 20 % | 22% 
De ai the 19% | 23% 
BEER EN TE eee IA Rt ey 2,96% | 2,60% 
BR GE Ba Vera ad ber de 7,9% 5,7% 
Äquivalent-Gewicht (py-Titr.). . . 960 | 1440 
TeL.Mole: GIUCOSE  . sat 9: 8. on. 1,87 ~2 | 1 

Giiaktese.: (3g 3,00 ~3 3 

Galaktosamin..... 2,02~2 | 2 


Gy; bedeutet die Gangliosid-Komponente, die im 
Chromatogramm zweimal langsamer, G, die Kompo- 
nente, die zweimal schneller wandert als Lactose. In 
Versuchen mit Influenzavirus und mit RDE hat sich 
ergeben, daB G,, leicht gespalten wird, wahrend G, 
unangegriffen bleibt. Die hohe Strukturspezifitat 
tritt hier erneut in Erscheinung. Die vollstandigen 
Konstitutionsformeln sind allerdings in diesem Falle 
noch nicht bekannt. 

Rezeptoren für den Coli-Phagen T,. Das Problem 
der Phagen-Resistenz sei als nächstes behandelt. 
Gewisse Stamme von Shigella sonnei und von Escheri- 
schia coli werden von dem Coli-Phagen T; angegriffen, 
andere nicht. Die anfälligen Bakterien enthalten 
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(in ihrer Membran) eine hochmolekulare Rezeptor- 
substanz, die aus Protein + Lipoid + Polysaccharid 
aufgebaut ist. Aus den anfälligen Bakterien konnte 
W. WEIDEL den seltenen Zucker L-Glycero-D-manno- 
heptose kristallisiert gewinnen, dessen Spiegelbild 
bereits E. FISCHER synthetisiert hatte; die resistenten 
Bakterien enthalten ihn nicht. Man erkennt, daß 
hier nicht etwa die resistenten Zellen durch einen 
Resistenzfaktor, sondern die anfälligen durch einen 
Rezeptor erblich und stofflich ausgezeichnet sind. 





Rezeptorsubstanz aus den Bakterien-Membranen von Phagen- 
anfälligen Coli-Stämmen (Lipoid + Protein + Polysaccharid). Elek- 
tronenmikroskopische Aufnahmen von Bakteriophagen brachte der 


Vortrag von G. ScHRAMmM!). 


Bakterienstamm Resistenz L-Glycero-D-mannoheptose 
Shigella sonnei anfällig x 

resistent _— 
Escherischia coli anfällig + 


resistent 


Der gewonnene Einblick bedeutet, daß sowohl 
beim Influenzavirus wie beim RDE und bei den 
Bakteriophagen auf Seite der Rezeptoren sehr seltene 
chemische Strukturen zu Tage treten, die im üblichen 


CHO CHO 
HC_OH HO _cH 
HC- OH HO CH 
HO— CH HC_OH 
HOCH HC_OH 
HC —OH HO _ CH 
CH,OH Cn,oH 
p-Glycero-L-mannoheptose. L-Glycero-D-mannoheptose. 
[a]p = —14° [a]p = + 14° 


(E. FIscHER, 1895) (Ww. WEIDEL, 1955) 


Stoffwechsel der Zellen unbekannt sind: Ketocarbon- 
säuren, die sich vom Mannosamin ableiten; ein 
Zucker mit 7 C-Atomen, welcher der L-Reihe ange- 
hört. Auf diesem Gebiet dürfen wir daher noch auf 
weitere chemische Überraschungen gefaßt sein. 

Lysergsäurediäthylamid. In den morgigen Vorträ- 
gen von W. MAYER-GRosS?) und von R. JunG®) werden 
unter anderem die Wirkungen von Pharmaka auf das 
Zentralnervensystem behandelt werden. Auch hier 
taucht die Frage nach den Rezeptoren auf. Sie ist 
um so interessanter, je geringer die wirksamen Dosen 
einer Substanz sind. Das Mezcalin als ,, Phantastikum‘“‘ 
wird noch außerordentlich übertroffen vom Lyserg- 
säurediäthylamid, das A. HOFMANN im Laboratorium 
von A. STOLL dargestellt hat und von dem 0,01 bis 
0,02 mg pro Mensch peroral genügen, um starke 
Halluzinationen zu erzeugen. 


GH). 
"ie >N—CH, 
CH, BEN 
a Rn? 
| | 
H,CO~ S— “OCH, VY \y/ 
OCH, H 

1) SCHRAMM, G.: Die Bedeutung der Nukleinsäure bei der Ver- 
mehrung der Viren. Angew. Chem. 71, 53 (1959). 

2) MAYER-GRoss, W.: Psychische Wirkungen chemischer Sub- 
stanzen und ihre psychiatrischen Anwendungen. Klin. Wschr. 
1959, 53. 

8) Jung, R.: Zentrale Wirkungsmechanismen chemischer Sub- 
stanzen und ihre neurophysiologischen Grundlagen. Klin. Wschr. 
1958, 1153. 


Die chemische Natur des Mutterkornalkaloid-Deri- 
vates ist restlos geklärt, aber die Natur der Rezep- 
toren, mit denen die Wechselwirkung eintritt, noch 
ganz unbekannt. Man weiß auch noch nicht, ob bei 
Schizophrenie bzw. bei schizoiden Zuständen dieselben 
Rezeptoren vorliegen wie bei Nervengesunden. 

Nach diesen kurzen Streiflichtern über die Rezep- 
toren wollen wir uns der „zweiten Möglichkeit‘ zu- 
wenden, den Resistenzfaktoren. 


6. Resistenzfaktoren, die stöchiometrisch wirken 


Hierher gehören zahlreiche, praktisch-medizinisch 
wichtige Beispiele aus der Immunchemie. Die erhöhte 
Resistenz, die durch Hervorrufung von Antikörpern 
bei Mensch und Tier erzeugt werden kann, läuft in der 
Regel auf eine Art von Neutralisations-Reaktion 
hinaus. So wie man Salzsäure mit Natronlauge neu- 
tralisieren kann, HCl+NaOH-—-NaCl+-H,0, so rea- 
gieren auch Antigene mit Antikörpern, Toxine mit 
Antitoxinen usw. stöchiometrisch miteinander, und 
man spricht daher auch wie bei HCl und NaOH vom 
Titer einer Toxin- bzw. Antitoxinlösung, eines Serums 
usw. Probleme aus der Serologie und Immunfor- 
schung will ich nicht näher ausführen, da Herr 
O. WESTPHAL4) gleich anschließend über ‚Die Struktur 
der Antigene und das Wesen der immunologischen 
Spezifität‘ zu Ihnen sprechen wird. Es kommt in 
diesem Vortrag nur darauf an, dieses wichtige Gebiet 
dem Gesamtbild einzufügen und zu erkennen, daß 
hinsichtlich der Wirkungsweise Stöchiometrie etwas 
ganz anderes bedeutet als Katalyse, die bei den nun- 
mehr zu besprechenden Resistenzfaktoren ausschlag- 
gebend in Erscheinung tritt. 


7. Fermente als Resistenzfaktoren 


Eine Abwehrmöglichkeit gegen schädliche Stoffe 
besitzen viele Lebewesen dadurch, daß sie über Fer- 
mente verfügen, die ein auf sie wirkendes Gift in eine 
unwirksame Verbindung verwandeln. Solche Ent- 
giftungsmechanismen sind, da die Fermente Kataly- 
satoren sind, sehr wirksam: auf diesem Wege können 
große Mengen von Gift unschädlich gemacht werden. 
Die Erscheinung sei erläutert an drei Beispielen, die 
der Physiologie der Bakterien, der Insekten und des 
Menschen entnommen sind. 

Penicillin. Dieses Antibiotikum hat bekanntlich 
dadurch viel an praktischer Bedeutung verloren, daß 
immer mehr resistente Bakterien-Stämme aufgetreten 
sind. Einer der Unterschiede, die man zwischen den 
anfälligen und den resistenten Stämmen gefunden 
hat, ist, daß die letzten ein Ferment besitzen, das den 
viergliedrigen Ring des Penicillins hydrolytisch öffnet: 


CO—R S CO—R S 
\ CH, J CH 
NH-CH-CH C +H,0 NH-CH-CH x 
wr Aa | | | SCH 
O=C—-N——CH-CO,H O=C N——CH-CO,H 
| H 
OH 


Da die Wirksamkeit des Penicillins durch den vier- 
gliedrigen Ring bedingt ist, tritt also Inaktivierung 
des Antibiotikums durch das Ferment ein. Morgen 


4) WESTPHAL, O.: Die Struktur der Antigene und das Wesen 
der immunologischen Spezifität. Naturwiss. 46, 50 (1959). 
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wird Herr A. WACKER?) die Probleme der Bakterien- 
resistenz noch eingehend behandeln. 

DDT. Die großen Erfolge dieses Schädlingsbe- 
kämpfungsmittels gehen mehr und mehr zurück, weil 
resistente Formen der Moskitos, Kartoffelkäfer und 
Stubenfliegen zunehmen. Einer der Unterschiede 
zwischen den anfälligen und den resistenten Insekten 
besteht darin, daß letztere über ein Ferment verfügen, 
das aus dem Kondensationsprodukt von 2 Moll. Chlor- 
benzol und 1 Mol. Chloral Chlorwasserstoff (1 Mol. 
HCl) abspaltet: 





Cl Cl 
Nt presi 
/ N 5 FAN 
> as 4 155 SH \= < „Aa 
| Pk ie = a 
ar Crees wars 
ER eT sf 
Peto a 
Cl Cl 


Aus resistenten Fliegen ist dieses Ferment nach iib- 
lichen Methoden extrahiert und etwa 30000fach an- 
gereichert worden. Da Cl-Atome, die an einer Doppel- 
bindung stehen, nur wenig reaktiv sind, ist es verstand- 
lich, daß mit dem Verlust der hochreaktiven CCl,- 
Gruppe auch die Wirksamkeit des DDT verlorengeht. 
Man ist dadurch iiberrascht, wie leicht lebende Zellen 
auch fiir ganz unphysiologische Substrate spezifische 
Fermente zu bilden vermögen. 


Wasserstoffperoxyd. Vieles, was über die physiolo- 
gische Bedeutung des Ferments Katalase und die 
Rolle des H,O, im Zellstoffwechsel geschrieben wurde 
und auch Eingang in unsere Lehrbücher gefunden 
hat, ist offenbar nicht richtig. Japanische Ärzte haben 
nämlich die Entdeckung gemacht, daß es durchaus 
gesunde Menschen beiderlei Geschlechts gibt, deren 
Blut überhaupt keine Katalase enthält (Acatalas- 
aemia, S. TAKAHARA) und daß man bei diesen Men- 
schen auch in der Leber, in Muskel, Knochenmark 
und anderen Organen keine Katalase nachweisen 
kann (Anenzymia catalasea, K. KAzıro). Solche Per- 
sonen sind sehr anfällig gegen bakterielle Infektionen 
der Mundhöhle, die ungewöhnlich schwer verlaufen, 
wenn es sich um Stämme von Pneumococcus, Strepto- 
coccus haemolyticus, Tetragena u.a. handelt, die H,O, 
produzieren, aber keine Katalase besitzen. Es handelt 
sich um eine familiäre Anfälligkeit. 

Die Katalase ist somit alssolche nicht lebenswichtig, 
stellt aber für den Menschen einen Resistenzfaktor 
gegen gewisse Infektionen dar. Vermutlich bedeutet 
sie auch einen Schutz gegen H,O,, das durch kurz- 
wellige Strahlung entstehen kann. 

Katalase 


2H,0, 2H,0 +0, 


Herr O.WARBURG?) hat heute morgen die Vermu- 
tung ausgesprochen, die Röntgentherapie von Krebs- 
geschwüren könne vielleicht dadurch wirksamer ge- 
staltet werden, daß man das Blut der Patienten vor 
der Bestrahlung durch eine Katalase-freie Flüssigkeit 
ersetzt, damit das entstehende wirksame H,O, nicht 
so leicht zerstört werde. Es wäre zu erwarten, daß die 
angeführten Japaner und Japanerinnen auch ohne 


1) WACKER, A.: Chemotherapie und Bakterienresistenz. Klin. 
Wschr. 1959, 1. 


2) WARBURG, O.: Partielle Anaerobiose der Krebszellen und Wir- 
kung der Röntgenstrahlen auf Krebszellen. Naturwiss. 46, 25 (1959). 


eine solche Vorbehandlung besonders strahlenempfind- 
lich sein werden. An diesem Beispiel erkennt man, 
daß ein und dieselbe Substanz, wie hier die Katalase — 
je nach den Einwirkungen, denen der Mensch aus- 
gesetzt ist — sowohl als erwünschter wie auch als un- 
erwünschter Resistenzfaktor in Erscheinung treten 
kann: erwünscht im Hinblick auf die Widerstands- 
fähigkeit gegen gewisse Infektionen; unerwünscht im 
Falle einer etwa vorzunehmenden Bestrahlung von 
Tumoren. 


p-Dimethylamino-azobenzol. Die bekannte Schutz- 
wirkung von Lactoflavin (Riboflavin, Vitamin B,) 
gegen die im Tierexperiment durch p-Dimethyl- 
amino-azobenzol erzeugbaren Lebercarcinome steht 
gleichfalls in Beziehung zu Problemen der Fermente, 
da dieses Vitamin die prosthetische Gruppe der gelben 
Fermente darstellt, die sich zumal in der Leber 
reichlich finden. 


CH,OH 
HOCH oS. ie CHs 
| 
HO—CH ery 
| 
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|. ? N 
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Es ware nicht verwunderlich, wenn die unter 
Vitaminmangel leidenden Ratten anfälliger gegen das 
Lebergift wären. Die Schutzwirkung des Lactoflavins 
tritt aber auch bei solchen Tieren in Erscheinung, die 
nicht im eigentlichen Sinne als avitaminotisch zu be- 
zeichnen sind. In einem solchen Falle erscheint die 
Grenzziehung zwischen Resistenzfaktor und Vitamin 
als eine Frage der Dosierung. 


8. Resistenz gegen Malaria 


Bei der Sichelzellen-Anämie handelt es sich um 
eine Krankheit des Menschen, deren Erbgang gut er- 
forscht ist. Wird das Merkmal S (Sichelzellen-Hämo- 
globin) sowohl vom Vater wie von der Mutter vererbt, 
hat also das Individuum die genetische Konstitution 
SS, so treten ganz stark ,,gesichelte“ Erythrozyten 
im Blut auf, und die Lebenserwartung des Kindes ist 
gering. Wird sowohl das Merkmal S wie das Merk- 
mal N (Normal-Hämoglobin) vererbt, so zeigen die 
Nachkommen vom Typ NS nur schwach ,,gesicheite“ 
rote Blutkörperchen, im übrigen gute Gesundheit und 
eine größere Resistenz gegen Malaria als Personen des 
Typs NN, deren Erythrozyten nur normales Hämo- 
globin enthalten. 

Hier ist eine Unterscheidung zwischen anfälligen 
und resistenten Individuen schon morphologisch, d.h. 
mikroskopisch auf Grund des Blutbildes, möglich. 
Man beachte auch, daß hier ein und derselbe Resistenz- 
faktor zu einem Letalfaktor wird, wenn er doppelt 
auftritt. Die erhöhte Malaria-Resistenz der Hetero- 
zygoten NS gegenüber den anfälligen NN- und den 
nicht lebensfähigen SS-Homozygoten macht die Häu- 
figkeit solcher Individuen in Malaria-durchseuchten 
Gebieten verständlich; offensichtlich handelt es sich 
um die selektionistische Auswirkung eines Resistenz- 
faktors. 
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9. Bifidum-Faktoren 


Nicht immer ist die Wirkung zugeführter Schutz- 
stoffe unmittelbar auf das betrachtete Lebewesen ge- 
richtet. Eine indirekte Wirkung kann vorliegen, wenn 
eine Symbiose besteht und nur der eine oder andere 
der Partner gefördert bzw. gehemmt wird. Die Darm- 
flora des menschlichen Säuglings bietet ein Beispiel 
solcher Art. 

Die größere Resistenz des Brustkindes, im Ver- 
gleich zum Flaschenkind, gegenüber Infektionen des 
Darmtraktes wird von vielen Kinderärzten damit in 
Zusammenhang gebracht, daß die Frauenmilch im 
Gegensatz zur Kuhmilch Stoffe enthält, die das 
Wachstum des Bacterium bifidum (Lactobacillus bifi- 
dus) im Darm des Kindes fördern. Dadurch wird 
unter anderem viel Milchsäure und Essigsäure ge- 
bildet, so daß allein schon der stark erniedrigte py- 
Wert fiir die Ansiedlung pathogener Keime veränderte 
Bedingungen schafft. 

Die chemische Natur der in der Frauenmilch neben 
dem Milchzucker vorkommenden Saccharide, die man 
in der Kuhmilch nicht findet, konnte in Untersu- 
chungen mit A. GAUHE und H.H. BAER weitgehend 
geklärt werden. Die bisher ermittelten Konstitutions- 
formeln seien in abgekürzter Schreibweise wieder- 
gegeben. Hierbei bedeuten: 
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Die N-haltigen Oligosaccharide leiten sich, wie man 
erkennt, von einem auch in freiem Zustand vorkom- 
menden Tetrasaccharid, der Lacto-N-tetraose, durch 
Verknüpfung mit L-Fucose-Resten ab. 


L-Fucose = fuc N-Acetyl-D-glucosamin = Nacgl 
D-Glucose = gl pD-Lactaminsäure = lact 
D-Galaktose = gal 
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Die mit * versehenen Substanzen haben sich in den 
von P. Gy6rcy und C.S. Rose durchgeführten Testen 
als Wuchsstoffe für L. bifidus var. Pennsylvanicus 
erwiesen. Le? und Le” bedeuten, daß die betreffenden, 


von uns isolierten Substanzen serologisch als Blut- 
gruppenfaktor Lewisa bzw. Lewisb wirken. Hier- 
über wird auf unserer Tagung W.T. J. MORGAN!) in 
seinem Referat über die Blutgruppensubstanzen des 
Menschen noch näher berichten. 


10. Resistenz von Pflanzen gegen Insekten 


Daß nicht ein einziger Stoff, sondern eine ganze 
Gruppe chemisch verwandter Substanzen für die Er- 
scheinung der Anfälligkeit bzw. Resistenz von In- 
teresse ist, wie wir es eben gesehen haben, kommt 
nicht selten vor. Es können aber auch chemisch recht 
verschiedene Substanzen zusammenwirken. In dieser 
Hinsicht hat ein Rebenzüchter, B. HUSFELD, pflanz- 
liche Resistenzfaktoren mit den verschiedenartigen 
Sicherungen im Eisenbahnbetrieb verglichen: erst wenn 
alle gleichzeitig versagen, kommt es zur Katastrophe. 

Gewisse Wildkartoffel-Pflanzen werden vom Kar- 
toffelkäfer (Leptinotarsa decemlineata) nicht oder 
kaum befallen. Ihre Blätter enthalten, wie in Unter- 
suchungen mit I. Löw gefunden wurde, N-haltige 
Steroidglykoside, deren Konstitution geklärt werden 
konnte. Manche dieser Glykoside, wie das Demissin 
und das Tomatin, bewirken, wenn man sie in normale 
Kartoffelblätter infiltriert, eine Fraßminderung der 
Larven und Käfer. Andere Glykoside aus dieser 
Gruppe, wie das Solanin und Chaconin, wirken da- 
gegen nicht fraßmindernd. Die konstitutionellen Un- 
terschiede zwischen den wirksamen und den unwirk- 
samen Alkaloidglykosiden sind, grob gesehen, nur 
gering. 

Die Unwirksamkeit des Chaconins aus Solanum 
chacoense war besonders auffallend, da diese Wild- 
kartoffel im Feldversuch resistent ist. Neuere Ver- 
suche (I. Löw) haben ergeben, daß Chacoenseblätter 
neben a-, B- und y-Chaconin noch eine Gruppe von 
Alkaloidglykosiden enthalten, deren Aglykon nicht 
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Specifity in Man. Naturwiss. (im Druck). 
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eine, sondern zwei Hydroxylgruppen trägt (Leptinine), 
und daß überdies aus solchen Blättern in nicht ge- 
ringer Menge ein Amin der Formel C,)H,3N isoliert 
werden kann, dessen schön kristallisierendes Pikrat 
bei 83 bis 84° schmilzt. 


11. Antimikrobiell wirksame Substanzen 
in Kulturpflanzen 


sind durch Untersuchungen von A.I. VIRTANEN in 
den letzten Jahren genauer bekannt geworden. So 
enthält Rotklee ein Isoflavon, das die Pflanzen bei 
hinreichender Konzentration gegen den Befall durch 
den Pilz Sclerotinia schützt. 


ws cate aia ~ 
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oO 
7-Hydroxy-4’-methoxy-isoflavon aus Rotklee 
( Sclerotinia trifoliorum) 


Aus Roggenpflanzen, die gegen Fusarien-Befall resi- 
stent sind, konnte Benzoxazolinon isoliert werden; 


aus jungen Weizen- und Maispflanzen die 6-Methoxy- 
Verbindung: 


_—_ 0 x H,CO SS SEL, 
| C=O C=O 
= NN an 7 
u H 
wirksam gegen Fusarium nivale 
aus Roggen aus Weizen und Mais 


Zu den in Kartoffelblattern gegen Phytophtora in- 
festans wirksamen Substanzen scheint unter anderem 
die altbekannte Chlorogensäure, ein Depsid aus Kaffee- 
säure und Chinasäure, zu gehören: 


(HO),C,H,—CH = CH—CO—O—C,H,(OH);—COOH 


Einen Uberblick iiber dieses Gebiet verdankt man 
A.I. VIRTANEN [Angew. Chem. 70, 544 (1958)]. Her- 


eine Kulturpflanze gegen gewisse Mikroben schiitzen, 
sie mitunter auch gegen Insekten widerstandsfähig 
machen können. So ist das Benzoxazolinon in den 
Maispflanzen nicht nur Schutzstoff gegen einen Befall 
durch Fusarien, sondern gleichzeitig auch gegen ein 
gefährliches Insekt, den europäischen Maisbohrer ( Py- 
rausta nubilalis). Und das von uns als einer der Re- 
sistenzfaktoren gegen den Kartoffelkafer isolierte und 
in seiner Konstitution aufgeklärte Tomatin ist auch 
gegen gewisse Pilz-Infektionen wirksam. Ein und 
demselben Naturstoff kommt also mitunter gleich- 
zeitig die Bedeutung eines Fungizids und eines In- 
sektizids zu. 

Die angeführten Beispiele zeigen, daß die Resi- 
stenzfaktoren, soweit wir etwas über ihre stoffliche 
Natur wissen, ganz verschiedenen Klassen der organi- 
schen Chemie angehören. Ähnlich liegen die Verhält- 
nisse bei den Hormonen und Vitaminen, deren einzelne 
Vertreter zur Klasse der Zucker oder der Steroide 
oder der Peptide usw. gehören. Man wird daher 
danach fragen, ob diesen gegenüber eine scharfe Ab- 
grenzung der Resistenzfaktoren überhaupt vorge- 
nommen werden kann. Ist nicht z.B. jedes Vitamin, 
das uns vor Erkrankung schützt, also unsere Resistenz 
erhöht, auch als Resistenzfaktor zu bezeichnen ? 

Eine begriffliche Trennung ist, wie ich zeigen 
möchte, gut durchführbar und verhältnismäßig scharf. 
Es kommt darauf an, daß im Falle der Hormone und 
Vitamine der Mangel als solcher Krankheit verursacht: 
Mangel an Insulin bedeutet Diabetes, Mangel an 
Ascorbinsäure führt zum Skorbut. Bei den Resistenz- 
faktoren in dem hier gebrauchten Sinne ist ein Mangel 
als solcher, auch ein völliger Mangel, für das Lebe- 
wesen ohne nachteilige Folgen. Erst wenn besondere 


Einwirkungen der Umwelt erfolgen — Infektionen 
durch Bakterien, Viren, Protozoen, Befall durch 
Schädlinge, Hitze, Kälte, Strahlung u.a. —, zeigt 


sich, ob das Lebewesen anfällig oder resistent ist, ob 
es über entsprechende ‚‚Resistenzfaktoren‘ verfügt 
oder nicht. An sich ist ein ungeimpftes Kind nicht 
minder gesund als ein geimpftes und eine anfällige 
Kartoffelpflanze ebenso gesund wie eine resistente. 
Erst wenn aus der Umwelt heraus das Virus der 
Kinderlähmung oder der Kartoffelkäfer in Erschei- 
nung tritt, zeigt sich ein Unterschied. Zu beachten 
ist, daß viele schon länger bekannte Wirkstoffe wie 
die Antikörper, Antitoxine usw. von dem weiteren 
Begriff des Resistenzfaktors überspannt werden. 


Gedenkworte auf Ch. Darwin 


Es sind gerade 100 Jahre her, daß CHARLES DAR- 
WIN sein Werk veröffentlicht hat ‚The origin of spe- 
cies by means of natural selection or the preservation 
of favoured races in the struggle for life.‘ Um es 
genauer zu datieren: Am 1. Juli 1858 hat er seine 
erste diesbeziigliche Arbeit, gemeinsam mit ALFRED 
RUSSEL WALLACE, der Linné-Gesellschaft in London 
vorgetragen, und sie ist am 20. August 1858 im 
Band III des Journal of Proceedings, Zoology, er- 
schienen. Wie sie alle wissen, hat CH. DARWIN eine 
große Zahl sorgfältiger Beobachtungen und viele 
Überlegungen dafür angeführt, daß im Hinblick auf 
die Entstehung der Arten die der Umwelt am besten 
angepaßten — in vielen Fällen bedeutet das die 
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resistentesten — Individuen im „Kampf ums Dasein“ 
eine besondere Rolle gespielt haben. Es will mir 
scheinen, daß für manche — gewiß nicht für alle — 
Fragen, die ihn beschäftigt haben, die Biochemie der 
Rezeptoren und Resistenzfaktoren Bedeutung ge- 
winnen kann. Vielleicht liegen in den Beispielen, die 
ich Ihnen vorgetragen habe, schon Ansatzpunkte für 
eine Entwicklung vor, die es ermöglichen wird, 
Formelbilder der Chemie zu dem Gedankengut 
CH. Darwıns in Beziehung zu setzen und umgekehrt 
manches von seinen biologischen Vorstellungen in 
Maß und Zahl mit bestimmten chemischen Strukturen 
zu verknüpfen. 

Lassen Sie mich, in diesen Gedenkworten auf 
Cu. DARWIN, noch die Frage aufwerfen, wie es wohl 
kommt, daß mehr oder minder jeder von uns — auch 
wenn seine Tagesarbeit auf ganz anderen Gebieten 
liegt — von Zeit zu Zeit in seinen Gedanken sich denen 
des großen englischen Naturforschers nähert. Die 
beste Antwort scheint mir zu sein: Die Geschichte 
von der Entwicklung der Lebewesen auf unserer 
Erde ist nichts anderes als ein Teil der Geschichte im 
weitesten Sinne, der Universalgeschichte, wie FRIED- 
RICH SCHILLER sie genannt hat und von der er in 
seiner Jenaer Antrittsvorlesung gesagt hat: „Indem 
sie den Menschen gewöhnt, sich mit der ganzen Ver- 
gangenheit zusammen zu fassen, und mit seinen 
Schlüssen in die ferne Zukunft voraus zu eilen: so 
verbirgt sie die Grenzen von Geburt und Tod, die das 


Leben des Menschen so eng und so drückend um- 
schließen, so breitet sie optisch täuschend sein kurzes 
Daseyn in einen unendlichen Raum aus, und führt das 
Individuum unvermerkt in die Gattung hinüber.“ 

Diejenigen von Ihnen, die daran glauben, man 
könne aus der Vergangenheit die Gegenwart begreifen 
und die Zukunft vorausahnen, werden vielleicht hof- 
fen, im zweiten Jahrhundert der Darwinschen Lehre, 
wenn Teile derselben biochemisch untermauert wer- 
den können, nicht nur rückblickend eine Reihe von 
Tatsachen besser zu verstehen, sondern auch voraus- 
schauend, d.h. Linien extrapolierend, etwas im Hin- 
blick auf die mögliche weitere Entwicklung der Lebe- 
wesen auf unserem Planeten zu erkennen. Hier aller- 
dings taucht über dem Horizonte ein großes Frage- 
zeichen auf. Es ist nicht ausgeschlossen, daß die 
Energien der Atomkerne, die heute in die Hand der 
Menschen gelegt sind, in solchem Ausmaße entfesselt 
werden, daß jede Stetigkeit verlorengeht; daß die 
Linien, von denen hier die Rede ist, scharf knicken. 
Wieweit durch derartige Energien bedingte Ände- 
rungen der Erbanlagen auch die von solchen abhängi- 
gen Anfälligkeits- und Resistenzfaktoren gegenüber 
anderen Einflüssen der Umwelt verändern könnten, 
wissen wir nicht. 


Max-Planck-Institut für medizinische Forschung, 
Institut für Chemie, Heidelberg 


Eingegangen am 1. November 1958 


Die Struktur der Antigene und das Wesen der immunologischen Spezifität *) 


Von Otto WESTPHAL, Freiburg i. Br. 


Aufgaben der Immunchemie [1] 


Antigene sind Stoffe, welche im höheren Organis- 
mus zur Bildung von Antikörpern führen. Antikörper 
sind Proteine (Globuline), welche in Körperzellen und 
im Blut auftreten und hier als solche nachgewiesen 
werden können. Durch Bildung von Antikörpern wird 
die Reaktivität des Organismus gegenüber dem Anti- 
gen in bestimmter Weise verändert, die man allgemein 
als Immunität bezeichnet. Antigene sind — von 
einigen Ausnahmen (Autoantigenen) abgesehen — im 
allgemeinen körperfremde Stoffe, während die durch 
sie ausgelösten körpereigenen Antikörper oder Immun- 
proteine den eigentlichen Immunzustand und seine 
Manifestationen, in vivo oder (mit Immunserum) in 
vitro, bedingen. Zu den Antigenen gehören nicht nur 
gewisse Bestandteile oder Ausscheidungen pathogener 
Erreger; Antikörperbildung kann ganz allgemein durch 
zahlreiche, auch an sich ungiftige, zellgebundene oder 
gelöste Stoffe erfolgen und führt zur Immunität gegen 
diese. Immunität wird daher nicht nur im Laufe von 
Infekten erworben, sondern kann auch beim Tier und 
Menschen durch Injektion von Antigenen experi- 
mentell herbeigeführt werden. Für die Immunchemie 
ist dies von größter Bedeutung, denn es ist möglich, 
die verschiedensten Substanzen auf ihre Antigenität 
experimentell zu prüfen und die entsprechende Ant- 
wort des Organismus in Form der gebildeten Anti- 
körper zu untersuchen. 


*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 
Deutscher Naturforscher und Ärzte in Wiesbaden am 1. Oktober 
1958. 


Die hohe Spezifität, mit der Antikörper auf das 
sie auslösende Antigen eingestellt sind und die in 
vieler Hinsicht der spezifischen Einstellung von 
Enzym und Substrat vergleichbar ist, war der Aus- 
gangspunkt der immunchemischen Forschung. Die 
Immunchemie liefert damit einen wesentlichen Beitrag 
zur Erforschung des allgemeinen Problems, nämlich 
der Frage nach dem Wesen biologischer Spezifitäten 
— welche zu den Grundfragen des Verhaltens der 
belebten Materie gehören und die letztlich struktur- 
chemische Probleme sind. 


Antigene und Antikörper sind Relativbegriffe. Die Antigenität 
einer Substanz wird durch deren antikörper-auslösende Fähigkeit 
erwiesen; Antikörper sind nachweisbar und definiert durch ihre be- 
sondere Reaktivität gegenüber dem Antigen. Der Nachweis der 
Antigenität eines Stoffes kann nur durch das Experiment in vivo 
erfolgen. Dagegen können Antikörper sowohl in vivo (Schutzteste, 
Neutralisation von Toxinen, allergische Reaktionen u.a.) als auch 
in vitro erkannt werden. Einige typische Antigen-Antikörper- 
Reaktionen lassen sich in einfacher Weise im Reagenzglas durch- 
führen und beobachten. Solche Teste sind das wesentliche experi- 
mentelle Rüstzeug der Serologie und Immunchemie. 

Zum immunchemischen Studium der Reaktion zwischen Anti- 
genen und ihren Antikörpern verwendet man für gewöhnlich das 
Serum des immunisierten Tieres (Antiserum, Immunserum). Gibt 
man zum Antiserum Lösungen des Antigens, so beobachtet man nach 
kurzer Zeit das Auftreten einer feinflockigen Fällung (Präcipitation). 
Das Reaktionsprodukt (Präcipitat) ist eine schwerlösliche Verbin- 
dung von Antigen und Antikörper. In den letzten Jahren hat sich 
eine verfeinerte Technik der Präcipitation eingeführt, bei welcher 
Antigen(e) und entsprechende Antiseren statt in Lösung in Agar-Gel 
gegeneinander diffundieren (Oudin- [2], Ouchterlony-Technik [3]). 
In Bezirken optimaler Antigen- und Antikörper-Konzentration 
findet Präcipitation statt, wobei sich das jeweilige Präcipitat als 
eng umschriebene, gegenüber dem klaren Agargel getrübte Zone 
ausscheidet. Eine weitere Variante dieser Technik ist die von 
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GRABAR u. Mitarb. [4] eingeführte Immunelektrophorese, mit deren 
Hilfe es möglich ist, komplizierte Antigen- und Antikörpermischun- 
gen (besonders Proteine) einer verfeinerten qualitativen Analyse 
zuzuführen. 


Liegt das Antigen nicht in Lösung, sondern zellgebunden vor, 
etwa als bakterielles Antigen oder an Blut- oder Organzellen ver- 
ankert, so erfolgt auf Zusatz des Antiserums eine Präcipitation an 
der Zelloberfläche, welche zu einer Verklumpung und raschen Sedi- 
mentation der Zellen führt (Agglutination). 


Schon frühzeitig ist die These vertreten worden, 
daß es sich bei den Antigen-Antikörper-Reaktionen 
um reversibie Vorgänge handelt, welche den Gesetzen 
chemischer Reaktionen prinzipiell streng folgen. 
SVANTE ARRHENIUS, der dies vor 50 Jahren zuerst 
aussprach, prägte den Begriff der Immunchemie [5]. 
So entstand die Frage nach der Natur der reaktiven 
Bezirke in Antigenen und Antikörpern und nach der 
Art der dabei wirksamen Kräfte. Ihre Erforschung 
hat in den vergangenen 50 Jahren zu einer weit- 
gehenden Aufklärung der prinzipiellen Struktur von 
Antigenen, der Art der Reaktion mit dem Antikörper 
und zu einem näheren Verständnis des Wesens der 
immunologischen Spezifität geführt. 


Die Begriffe Antigen — Hapten — determinante 
Gruppe 


Alle typischen Antigene sind mehr oder weniger 
hochmolekulare Stoffe. Die meisten niedermolekularen, 
körperfremden Stoffe werden in vivo rasch abge- 
wandelt oder ausgeschieden, so daß es nur dann ge- 
legentlich zur Antikörperbildung kommen kann, wenn 
derartige einfache Substanzen (z.B. manche Medi- 
kamente u.a. [6]) in vivo an höhermolekulare Stoffe, 
wie Zelloberflächen oder Plasmabestandteile, fixiert 
werden. Seit langem ist bekannt, daß insbesondere 
praktisch alle speciesfremden Proteine des Tier- und 
Pflanzenreiches antigene Eigenschaften besitzen. Die 
wichtigste Frage bei der Erforschung der Antigene war, 
inwieweit die Spezifität eine Funktion des ganzen 
Antigenmoleküls oder einzelner räumlich begrenzter 
Molekülbezirke sei. Diese Frage wurde durch die 
Pionierarbeiten von KARL LANDSTEINER [7] mit Hilfe 
künstlicher Antigene, sog. chemospezifischer Antigene, 
entschieden (Fig. 1). Es hat sich ergeben, daß die 
Spezifität von ganz bestimmten, niedermolekularen 
Wirkgruppen, den determinanten Gruppen des Anti- 
gens, ausgeht. 

Künstliche, chemospezifische Antigene erhält man 
durch Einführung chemisch definierter, niedermoleku- 
larer Gruppen in natürliche Protein-Antigene. Bei 
der Immunisierung mit derartig chemisch abgewan- 
delten Antigenen wird die Bildung von neuen und 
anderen Antikörpern ausgelöst, die nun spezifisch auf 
die eingeführten Gruppen abgestimmt sind. Zu den 
spezifischen Eigenschaften des ursprünglichen Anti- 
gens treten neue hinzu, die jene unter Umständen 
vollständig überdecken können, obwohl die chemische 
Veränderung nur einen kleinen Teil bzw. einige eng 
begrenzte Bezirke des großen Moleküls betrifft. 

Die klassische Methode zur Einführung niedermolekularer 
Gruppen in Proteine [8] beruht auf der Fähigkeit diazotierter aro- 
matischer Aminoverbindungen, in schwach alkalischer Lösung mit 
Proteinen zu kuppeln, wobei Azoproteine entstehen, in denen der 
aromatische Rest —~< >—R an das Protein gebunden ist. Mit 


Hilfe der Azomethode von LANDSTEINER ist es méglich, praktisch 
beliebige Reste —R über die Phenylazo-Gruppe an beliebige Pro- 
Naturwiss. 1959 


teine zu kuppeln, soweit diese kupplungsfähige Gruppen besitzen, 
wie vor allem phenolische Tyrosinreste: 





NH JS + 
ze! R— —N=N X’ 
HO— SCH, CH Protein ———7_ 
a Alkali 
‘CO 
Natiirliches Protein-Antigen 
NH 
HO— “ >—CH,—CH Protein 
= aces co 
ar fae 


Kiinstliches R-Phenylazo-protein-Antigen 


Der 1919 eingeführten Azomethode folgten weitere Kupplungs- 
verfahren (s. [7]), doch ist die Azomethode weitaus am häufigsten 
angewendet worden. 

Die serologische Prüfung derartiger chemisch ab- 
gewandelter Proteine hat ergeben, daß der Rest —R 





Fig. 1. KARL LANDSTEINER, 14. Juni 1868 bis 26. Juni 1943 
auf die antigene Spezifität entscheidenden Einfluß 
ausüben kann, demgegenüber das Trägerprotein von 
untergeordneter Bedeutung wird. LANDSTEINER [7] 
führte den Beweis auf folgende Art: Kaninchen wurden 
mit dem künstlichen Azoantigen R-—X >—N=N- 
Protein I immunisiert. Das erhaltene Antiserum 
reagierte nun nicht nur mit dem immunisierenden 
Antigen, sondern mit allen Azoproteinen (Testanti- 
genen), sofern sie die Gruppe R~< >— enthielten, 
also mit R—< >—N =N—Protein II, III usw., wo- 
bei die Trägerproteine so gewählt waren, daß sie 
keinerlei serologische Verwandtschaft zeigten. Auf 
diese Weise kann der alleinige Einfluß der Gruppe 
R~< >—N=N nachgewiesen werden, d.h. — wie 
sich gezeigt hat — praktisch die serologische Spezifität 
des Restes —R. 

Diese Art übergreifender Reaktivität bezeichnet 
man als serologische Kreuzreaktion. Antigene zeigen 
Kreuzreaktion, wenn sie gleiche niedermolekulare 
spezifitätsbestimmende Gruppen enthalten, die man 
nach MARRACK [9] als determinante Gruppen be- 
zeichnet. 

3b 
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Der determinierende Einfluß des Restes R bzw. 
R—<_> läßt sich noch auf die folgende Weise 
demonstrieren [7]. Läßt man das Antigen 
R—< >—N =N—Protein mit dem _ Antiserum 


Anti—(R—<__>—) reagieren, so präcipitiert der 


schwerlösliche Antigen-Antikörper-Komplex. Setzt 
man diesem System nun eine niedermolekulare 
Verbindung der determinanten Gruppe, z.B. 





R—<__)>—N=N cor , in steigenden Mengen 
zu, so beobachtet man eine immer ausgeprägtere 
Hemmung der Präcipitation, bis endlich bei einer 
Grenzkonzentration der Verbindung 


R<_ 7 —N= N—C i kein schwerlésliches Präci- 
pitat mehr ausfallt. Die niedermolekulare Verbindung 
ist für sich nicht antigen, d. h. sie löst in vivo keinerlei 
Antikörper aus, weshalb LANDSTEINER solche Stoffe 
als Halbantigene oder Haptene bezeichnete [7]; sie 
reagiert jedoch spezifisch mit dem Antikörper Anti 
—(R< 2) unter Bildung einer löslichen Verbin- 
dung. Äntigen und Hapten konkurrieren also um 
die gleichen reaktiven Bezirke im Antikörper-Molekül, 
nämlich um jene Strukturen, welche spezifisch gegen 
die determinante Gruppe R gerichtet sind. Diese 
Präcipitationshemmung ist eine sehr spezifische und 
empfindliche Immunreaktion, typisch für alle Abbau- 
produkte der großen Antigenmoleküle, welche die 
spezifitätsbestimmende Gruppe R tragen. — Die Präci- 
pitationshemmung beweist die Reversibilität der 
Antigen-Antikörper-Reaktion, welche streng dem 
Massenwirkungsgesetz folgt. 

Den Modellversuchen LANDSTEINERS an künst- 
lichen, chemospezifischen Antigenen [7] entspricht 
prinzipiell das Verhalten natürlicher Antigene. Baut 
man Antigene stufenweise ab, so schwindet im allge- 
meinen bald die antikörper-auslösende Fähigkeit. 
Mit relativ großen Spaltprodukten beobachtet man 
jedoch noch spezifische Präcipitation, mit relativ 
kleinen Abbauprodukten noch spezifische Präcipi- 
tationshemmung. Abbauprodukte zellgebundener An- 
tigene ergeben entsprechend Hemmung der spezifi- 
schen Agglutination der Zellen (Bakterien, Blutkörper- 
chen u. a.). Hemmungsteste dieser Art sind daher von 
größter Bedeutung für die Auffindung determinanter 
Gruppen bei der Strukturanalyse von Antigenen. Man 
sucht diejenigen niedermolekularen Spaltstücke natür- 
licher Antigene herauszuarbeiten, welche noch spezi- 
fische Hemmung im System Vollantigen/homologes 
Antiserum ergeben. Dies ist im allgemeinen das 
Prinzip, mit dessen Hilfe die immunchemische Spezifi- 
tät natürlicher Antigene grundsätzlich aufgeklärt 
werden kann. 


Für immunchemische Untersuchungen an Anti- 
genen sind also die Begriffe Vollantigen, Halbantigen 
oder Hapten und determinante Gruppe von großer Be- 
deutung. Auf Grund der Modellexperimente kommt 
man zu folgender Auffassung von der Struktur der 
Antigene. Sie sind grundsätzlich aus zwei Kompo- 
nenten mit verschiedener Funktion aufgebaut: dem 
für die Antigenität, d. h. die Immunisierungsfähigkeit 
in vivo, notwendigen (unspezifischen) hochmolekularen 
Träger und der (bzw. den) spezifitäts-bestimmenden 
determinanten Gruppe(n). — Mit dieser Konzeption 
wurde die ältere Seitenketten-Theorie von PauL EHR- 


LICH weiterentwickelt [10] und auf eine mehr ex- 
perimentelle Basis gestellt. 

Im allgemeinen sind die natürlichen Antigene in bezug auf die 
determinante Gruppe multivalent, d. h., die Gruppe wiederholt sich 
(periodisch) mehrfach im großen Molekül. Die meisten Antigene 
enthalten überdies mehr als eine Art determinanter Gruppen und sie 
bilden daher bei der Immunisierung im allgemeinen mehrere Anti- 
körper-Fraktionen mit unterschiedlicher Spezifität. Mit Hilfe von 
präcipitierenden Teilantigenen lassen sich aus solchen Antiseren 
einzelne Antikörper-Quoten selektiv ausfällen (absorbieren); aus 
den Präcipitaten kann man infolge der Reversibilität der Antigen- 
Antikörper-Reaktionen derartige Antikörper abdissoziieren und so 
hochgereinigt darstellen (s. z. B. [1], S. 938 ff.). 


Reichweite der determinanten Gruppen im Antigen und 
der reaktiven Bezirke im Antikörper 


Alle Untersuchungen über die Struktur der Anti- 
gene sprechen dafür, daß die räumliche Ausdehnung 
determinanter Gruppen relativ eng begrenzt ist, was 
z. B. durch künstliche Antigene mit zwei nah benach- 
barten determinanten Gruppen folgender Art 


Bay 


oN = N—Protein 
A 


R,’ 
demonstriert werden konnte [17]. 


So wurde beispielsweise sym. Aminoisophthalylglycin-leucin (I) 
hergestellt und an Protein gekuppelt. Das hiermit erhaltene Anti- 
serum wurde dann mit den Teilantigenen geprüft, welche man durch 
Proteinkupplung von II und III erhielt [71]. Es ergab sich, daß das 
Antiserum zwei verschiedene Antikörper-Fraktionen enthielt, 
welche mit den Teilantigenen aus II bzw. III jeweils selektiv absor- 
biert werden konnten. Nach vollständiger Ausfällung der Anti II- 
und Anti III-Quoten enthielt das Serum keinerlei Antikörper mehr. 

NH, 
| 
o™%, 


HOOC—CH,—HN—Co” NV \CO—NH—CH—COOH 


(I) hie CH 
2 CH(CH,), 
NH, 
| 


(11) 


HOOC—CH,—NH—CO”% 
NH, 


| 


(III) 
\4 co—NH—CH—COOH 


| 
CH,—CH(CH,), 


Antikörper gegen I als Ganzes existieren nicht. Der Organismus kann 
also bei der Immunisierung mit derartigen „sperrigen‘‘ Antigenen 
(wie aus I) nur auf Teilstücke als determinante Gruppen in Form 
einzelner Antikörper-Fraktionen mit verschiedener Spezifität 
reagieren. 

Das bedeutet, daß die Reichweite der determi- 
nanten Gruppen und damit der darauf spezifisch einge- 
stellten reaktiven Bezirke des Antikörpers chemisch 
relativ eng umschriebenen Strukturen entsprechen. 
Diese Auffassung hat sich auch bei natürlichen Anti- 
genen und ihren Antikörpern bestätigt. 

Daß die spezifisch affinen Bezirke der Antikörper 
ebenfalls räumlich eng begrenzt sind, haben u.a. 
PRESSMAN und STERNBERGER [12] in eleganter Weise 
gezeigt (Fig. 2). 
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Sie immunisierten Kaninchen unter Verwendung künstlicher 
Antigene mit p-Azobenzoesäure (Protein—N=N— >—COOH) 
bzw. p-Azophenylarsinsäure (Protein N=N— >—As0,H,) als 
determinanten Gruppen. Die erhaltenen Kaninchenantikörper 
wurden nun jodiert, wobei ihre immunologische Aktivität vollständig 
verloren ging. Wurde die Jodierung aber bei Gegenwart der Haptene 
durchgeführt, so schützten diese die spezifischen Reaktionsbezirke 
des Antikörpers, so daß jodierte und zugleich serologisch vollwirk- 
same Antikörper gebildet wurden. Es zeigte sich also, daß die Ein- 
führung von Jod — wahrscheinlich schon eines einzigen Atoms — in 
den spezifischen Reaktionsbezirk des Antikörpers genügt, um seine 


Reaktivität gegenüber dem Antigen zu vernichten. — Übrigens 
Antigen 
Immunisierung 
“Antikörper 
; 10 ve 
Jodierung = UberschuB 
Hapten ©~< 
Jodierter Antikörper Löslicher 
(Serologisch unwirksam ) Hapten-Ant ikörp er-Komplex 
Jodierung 
»@ D»D— 


Jodierter Komplex 
Dissoziation_, »—~ 
(Dialyse etc) DD 





Jodierter Antikörper 
(serologisch voll aktiv) 


Darstellung serologisch wirksamer, jodierter Antikörper 
(nach [12]) 


Fig. 2. 


kann man so radiojodmarkierte Antikörper mit nahezu beliebiger 
Spezifität (z. B. auch Organspezifität!) herstellen. 


Den determinanten Gruppen im Antigen ent- 
sprechen also die spezifisch reaktiven Bezirke im 
Antikörper, welche in bezug auf das Antigen komple- 
mentär strukturiert sind — wie Schloß und Schlüssel, 
chemisch ähnlich den strukturellen Verhältnissen von 
Enzym zu Substrat. 


Immunologisch determinant sind im allgemeinen sterisch ausge- 
zeichnete Strukturen, vor allem endständige Glieder von Ketten oder 
Seitenketten. In künstlichen Peptid-Antigenen trägt die end- 
ständige Aminosäure am meisten zur Spezifität, d.h. zur Affinität 
gegenüber dem Antikörper, bei [13]. Das gleiche gilt auch für 
Oligosaccharid-Antigene [14]. Bisher ist kein sicheres Beispiel dafür 
bekannt, daß mittelständige Glieder in Ketten eines Antigenmole- 
küls für sich allein determinante Funktion ausüben, und nach 
KAaBar [15] liegen genügend Argumente vor allem energetischer Art 
dafür vor, daß determinante Gruppen grundsätzlich endständig im 
Antigenmolekül angeordnet sind. 

Über die Bedeutung sterischer Faktoren für die Immunspezifität, 
u.a. auch unter den Aspekten der modernen chemischen Konfor- 
mationslehre der Moleküle, haben kürzlich MArrack und Or- 
LANS [16] zusammenfassend berichtet. 


Grad der Immunspezifitat 


Welche Unterschiede in der chemischen Feinstruk- 
tur von determinanten Gruppen werden immunolo- 
gisch noch erfaßt? Das heißt, welche feineren Unter- 


schiede in Antigenen werden beim Immunisierungs- 
prozeß vom Organismus noch perzipiert und in Form 
spezifischer Antikörper beantwortet? Über die um- 
fangreichen Untersuchungen mit künstlichen Anti- 
genen zu dieser Frage hat LANDSTEINER in seinem 
klassischen Werk ausführlich berichtet [7]. Von grund- 
legender Bedeutung war die Beobachtung von LAnp- 
STEINER und VAN DER SCHEER [17], daß es gelingt, 
stereoisomere Verbindungen serologisch scharf zu 
unterscheiden. Dies wurde erstmals an D-, L- und 
meso-Weinsäureantigenen in Form der nach Diazotie- 
rung an Proteine gekuppelten Aminotartranilsäuren 
gezeigt: 

HOOC-CH(OH)-CH(OH)-CO-NH< J-N=N-Protein 
Es wurde gefunden, daß sich mit den erhaltenen 
Kaninchenantiseren alle drei Weinsäuren sowohl mit 
der Präcipitation (Tabelle 1) als auch mit der Präci- 


pitationshemmung immunologisch scharf unterschei- 
den lassen. 


Tabelle 1. Die serologische Spezifität der drei isomeren Weinsäuren 
(nach K. LAnDSTEINER et al. [17]) 





Antigene mit 





D-(—)-Wein- | L-(+)-Wein- | meso-Wein- 
säure säure | säure 

COOH COOH | COOH 

| he | | 
HO—CH HC—OH | HC—OH 

Immunseren gegen | | | 
HC—OH HO—CH HC—OH 

| 

COOH COOH | 


Antigenverdiinnung 


1:2000 1:10000 | 1:2000 1: 10000 | 1:2000 1:10000 








p-Weinsäure +++ ++ (+) o | + (+) 
L-Weinsäure . 0 Oo |+++ ++ | + (+) 
meso-Weinsäurre| (+) (+) | 0 Oy leh cee 


Diesen Beobachtungen folgten Untersuchungen 
über die serologische Spezifität von Mono- und Di- 
sacchariden [7], [14], besonders im Hinblick auf die 
seit den 20er Jahren bekannt gewordene Tatsache, 
daß Polysaccharide oftmals Träger der serologischen 
Spezifität bakterieller und anderer Antigene (z.B. 
auch der Blutgruppen-Antigene; s. W. T. J. Mor- 
GAN [18]) sind. In kiinstlichen Peptidantigenen lieBen 
sich einzelne Aminosäuren unterscheiden und noch 
bis zum 4. oder 5. Glied einer determinanten Peptid- 
kette serologisch nachweisen. Die vier Dipeptid- 
Kombinationen von Glycin und Leucin — Gly—Gly, 
Gly—Leu, Leu—Gly und Leu—Leu — sind serolo- 
gisch scharf differenzierbar [13]. 

Zahlreiche Verbindungsklassen von biologischem 
und theoretischem Interesse wurden so untersucht 
(s. [7]). Auf diese Weise wissen wir heute recht 
genau, mit welcher Präzision die Struktur determi- 
nanter Gruppen (besonders in kiinstlichen Antigenen) 
bei der Immunisierung seitens des tierischen Organis- 
mus mit der Bildung entsprechender, spezifischer 
Antikörper beantwortet wird. Die Spezifität der Anti- 
körper reicht bis zu den stereochemischen und anderen 
strukturellen Feinheiten der determinanten Antigen- 
bezirke. 

Die Tatsache, daß prinzipiell jede beliebige organisch-chemische 
Verbindung bei geeigneter Kupplung an einen antigenen Träger in 
vivo zur Bildung spezifischer Immunproteine Anlaß ‚geben kann, 


bedeutet, daß die höheren Organismen potentiell ganz offenbar über 
Synthesemöglichkeiten verfügen, welche es erlauben, innerhalb 
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kurzer Zeit auf eine unbegrenzte Zahl natürlicher oder unnatürlicher 
Antigenreize in spezifischer Weise zu reagieren. Theorien der Anti- 
körperbildung werden nur bestehen, wenn sie u. a. auch eine plausible 
Erklärung für diese Tatsache einschließen (s. F. HAuRow1tTz [19]). 


Die Antigen-Antikörper-Reaktion 
(Energetische Betrachtung) 

Für die weitere Erforschung reaktiver Bezirke in Antigenen und 
Antikörpern sind die langjährigen Untersuchungen von M. HEIDEL- 
BERGER und seiner Schule von großer Bedeutung, in denen quanti- 
tative Mikromethoden [20], [27] zur Verfolgung der Immun-Präci- 
pitation und Präcipitationshemmung sowie Formeln für die quanti- 
tativen Verhältnisse bei Antigen-Antikörper-Reaktionen ausge- 
arbeitet wurden [22]. 

Sehr wesentlich ist die Tatsache, daß die reaktiven 
Bezirke in Antikörpern relativ starr strukturiert sind. 
Die Immun-y-globuline sind gegen Denaturierung auf- 


Tabelle 2. 


Hemmungskonstanten Ko für verschiedene Testhaptene im System Succinanilat-azo- 


ist, welche zu einer bestimmten Präcipitationshem- 
mung führt, um so höher ist dessen Affinität zum vor- 
gegebenen Antikörper. Indem man die jeweilige 
Hemmungsreaktion quantitativ verfolgt, lassen sich 
rechnerisch unter Anwendung des Massenwirkungs- 
gesetzes [25] die relativen Affinitäten verschiedener 
Testhaptene zu einem bestimmten vorgegebenen Anti- 
körper ermitteln, welche PAuLinG durch die sog. 
„Haptenhemmungskonstante“ (K 5) ausdrückte [25]. 


Beispielsweise wurden Antiseren gegen Succinanil- 
säure-(I)-azoprotein, Protein—N=N—<¢ J—NH-— 
—CO—CH,—CH,— COOH, in diesem Sinne eingehend 
analysiert [26]. Schon LANDSTEINER und VAN DER 
SCHEER [27] hatten gefunden, daß Succinanilsäure- 
Antikörper starke Kreuzreaktion mit Maleinanil- 
sdure-(II)-Haptenen, nicht 
aber mit Fumaranilsäure-(III) 








protein + homologes Antiserum (nach L. PAULING et al. [26]) 5 
-Hapten zeigen, woraus ge- 
| 
| Hapten- schlossen wurde, daß der Bern- 
Hapten | Symbol Formel | men steinsäurerest in Succinanil- 
| Kö säure (I) in cis-Konfiguration, 
" wie in Maleinsäure, vorliegt. 
Succinanilat. . . - - I A 2 NH—CO—CH,—CH,—C00- 1,00 r o 
= 0—c/ 
ß-Benzoylpropionat . IV | yc \—CH,—CH,—COO- 0,59 Sf N_HN CH 
=> ’ NY Sour * 
y-Phenylbutyrat . . . \ & /—CH,—CH,—CH,—COOo- 0,01 o 2 
y-Benzoylbutyrat . VI < >—CO—CH,—CH,—CH,—C00- 0,053 I (Ké = 1,00) 
Laevulinat. VII CH,—CO—CH,—CH,—COO- 0,066 O 
Valerianat VIII CH,—CH,—CH,—CH,—Coo- 0,01 “4 o—c¢ 
; \ gq --HN CH 
y-Anilinobutyrat . IX N 2 NH—CH,—CH,—CH,—C00° 0,01 N eh 
Malonanilat.....| X <TY-NH-C0——CH,—C00- 0,03 oO 
a II (Kg = 0,25) 
Glutaranilat . XI << D—-NH—CO—CH,—CH,—CH,—C00- 0,03 
ee = . ‘ a is . (6) 
Succinamat XII H,N—CO—CH,—CH,—COO 0,035 N = 
ER ‘ ‚dba, , < pn cH—c/ 
Hexahydrosuceinanilat XIII C,H,,—_NH—CO—CH,—CH,—CO0O0- 0,15 NL SC-CH No 
Tartranilat XIV 4 D—NH—CO—CH(OH)—CH(OH)—COO- 0,00 0 
III (Kg = 0,01) 


fallend resistent [23] und zeigen keinerlei Flexibili- 
tät [24]. Dies ist letztlich der Grund für die an so 
vielen Beispielen beobachtete hohe Immunspezifität. 
Man stellt sich die affinen Antikörperbezirke heute 
modellmäßig als starre Höhlen oder Wannen im Im- 
munglobulin vor, in welche die determinanten Grup- 
pen des Antigens räumlich mehr oder weniger genau 
hineinpassen. Die Genauigkeit dieser Anpassung 
haben besonders L. PAULING u. Mitarb. in umfang- 
reichen Untersuchungen an Antikörpern gegen chemo- 
spezifische Antigene ermittelt. Die Messungen beruhen 
auf dem Prinzip der Präcipitationshemmung. Nieder- 
molekulares (nichtpräcipitierendes) Hapten und Anti- 
gen konkurrieren um die gleichen Bezirke des Anti- 
körpers, und es ist lediglich eine Frage der Affinität 
— also der strukturellen Anpassung — und damit der 
relativen Konzentrationen der beiden Konkurrenten, 
welcher von ihnen zum Zuge kommt. Hält man das 
System [Antikörper + Antigen] konstant, so verur- 
sachen zugesetzte steigende Mengen des Haptens 
(Halbantigens) stetig abnehmende Präcipitation des 
Antigen-Antikérperkomplexes. Nun kann man an 


Stelle des chemisch genau passenden Haptens dem 
System verschiedene andere, strukturchemisch mehr 
oder weniger nah verwandte Haptene zusetzen. Je 
kleiner die Konzentration des jeweiligen Testhaptens 


In der Tabelle 2 sind die Kj-Werte für weitere 
Testhaptene aufgeführt, wobei die Haptenhemmungs- 
konstante für Succinanilat willkürlich mit 1,00 fest- 
gelegt wurde [26]. 


Aus den Daten der Tabelle 2 kann u. a. entnommen werden, daß 
die Imino-gruppe (—NH—) wenig zur Antigen-Antikörper-Bindung 
beiträgt, wogegen die Carbonylgruppe (—CO—) einen wesentlichen 
Einfluß ausübt, vermutlich indem sie als Protonenakzeptor bei einer 
Wasserstoffbindung mit dem Antikörper fungiert (vgl. Hapten IV 
mit den Haptenen V, VII, VIII und IX). Der affine Bezirk des 
Antikörpers erweist sich als starr: Strukturänderungen im Hapten 
von 1 bis 2 A°-Einheiten (vgl. Haptene X und XI gegenüber I; 
+ —CH,—) führen zu einem massiven Abfall der Affinität. — Van 
DER Waatssche Kräfte spielen eine erhebliche Rolle. Fehlt z. B. der 
Benzolring (vgl. Hapten I mit XII), oder wird er perhydriert 
(Hapten XIII), so fällt die Affinität der betreffenden Testhaptene 
zum Antikörper beträchtlich. — Die völlige Unwirksamkeit der 
Weinsäure-Verbindung (Hapten XIV) rührt daher, daß deren beide 
Hydroxylgruppen in Lösung Wassermoleküle (durch H-Brücken) 
binden, welche erst entfernt werden müßten, bevor das Molekül in 
den reaktiven Bezirk des Antikörpers überhaupt gelangen kann. 


Im vorliegenden Fall sind die Hauptkräfte: An- 
ziehung der negativen Carboxylgruppe (—COO>), 
Anziehung der Carbonylgruppe (—CO—), vermutlich 
durch H-Bindung, und van der Waalssche Anziehung 
des Benzolringes und anderer Teile des Haptens. — 
Durch Annäherung der beiden reagierenden Oberflächen 
von Antigen und Antikörper addieren sich diese relativ 
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schwachen Kräfte zu einer starken Antigen-Antikörper- 
Bindung. 

Wenn auch später gefunden wurde, daß exakte Werte für Kg 
nur bei Verwendung gereinigter Antikörper erwartet werden können 
(da im Vollserum die Albumine eine gewisse, wenn auch geringe, 
unspezifische Bindungsfähigkeit für viele Haptene besitzen [28]), 
so hat die Nachprüfung unter diesen Gesichtspunkten dennoch die 
zuvor erhaltenen Werte prinzipiell bestätigt. 


Sorgfältige Untersuchungen an hochgereinigten 
Antikörpern (y-Globulinen) gegen chemospezifische 
Antigene [29] und deren Reaktion mit nicht-präcipi- 
tierendem Hapten und weiteren chemisch verwandten 
Testhaptenen hat neuerdings KarusH [30], [31] durch- 
geführt. Er verwendete hochgereinigte Kaninchen- 
antikörper gegen Azophenyl-ß-lactosid (LAC) und 
gegen D- und L-Phenyl-(p-azobenzoylamino)-acetat 
(PHAC) und verfolgte deren Reaktionsfähigkeit mit 
den nachstehenden, gefärbten Haptenen (p-Dimethyl- 
amino-phenyl-LAC und -PHAC). 


we N 


| \Y 

CH, : Ps 
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a (PEN p00 


COO- 
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CH, T i= 
NL >—N=N- a jar rn 
Pa Na a ae 
CH, 


LAC 


Die Haptene zeigen in Lésung starke Lichtabsorp- 
tion, welche ihre quantitative Bestimmung noch in 
sehr kleinen Konzentrationen gestattet. Die Bindung 
der Haptenfarbstoffe an die homologen Antikérper 
wurde besonders mit Hilfe der Methode der Gleich- 
gewichts-Dialyse [32] bei zwei verschiedenen Tempe- 
raturen (7 und 25° C) untersucht. Da die verwendeten 
Haptene monovalent waren, enthielt der lésliche Hap- 
ten-Antikörper-Komplex jeweils nur 1 Antikörper- 
molekül. 

Die gleichen Systeme wurden zur Bestimmung der Affinität 
zwischen Antikörper und verschiedenen ungefärbten Testhaptenen 
von verwandter Struktur benutzt, wobei deren Fähigkeit, die Bin- 
dung der gefärbten (homologen) Azohaptene an den Antikörper in 
konzentrationsabhängiger Weise zu vermindern, die Möglichkeit bot, 
die entsprechenden Assoziationskonstanten zu bestimmen. 

Aus diesen Untersuchungen konnten mehrere 
wichtige Resultate abgeleitet werden, die zahlen- 
mäßig in Tabelle 3 zusammengestellt sind. Trägt man 
r/c gegen r auf, wobei r die pro Antikörpermolekül 
(Molgewicht 160000) durchschnittlich gebundene Zahl 
von Haptenmolekülen bei der Konzentration c des 
freien Haptens ist, so erhält man Kurven, welche die 
folgenden Schlüsse gestatten: 


1. Die Valenz der untersuchten Antikörper ist 
genau 2,0. 

2. Die Antikörpermoleküle im Antiserum zeigen 
nicht durchweg die gleiche Affinität zum Antigen 
bzw. Hapten. Sie sind in dieser Hinsicht nicht voll- 
kommen homogen; es ergibt sich eine Gaußsche Ver- 
teilung der Assoziationskonstanten, deren Streuung 
(Heterogenitäts-Index a) ermittelt wurde (s. Tabelle 3). 


Auf Grund älterer Versuche hatte F. HAurowIıTz bereits in 
ähnlichem Sinne von multiplen Antikörpern gesprochen [33] und 
diese nach dem Grad ihrer Anpassung an die determinante Gruppe 
als low grade, imperfect oder specific (bzw. high grade) bezeichnet. 


In Kombination mit Versuchen über die Tempera- 
turabhängigkeit der Reaktion ließ sich ferner ableiten: 

3. Die freie Energie —AF® der Antikérper-Hapten- 
Bindung beträgt ca. 7 kcal|Mol (vgl. [31)). 


Tabelle 3. Die Bindung von nichtpräcipitierenden Azohaptenen durch 
homologe, gereinigte Antihapten-Antikörper (nach F. Karusu [30], [31]) 

















‘ , 25°C 71°C ° . 
p-Dime- | Anti- | Hetero- -—_—_—_.--__,_ = a 
thyl-amino-| körper- |genitäts-| 7 Si 7 S 
phenyl- | valenz | Index = Ra = Ra | | 
Hapt ‘i Sf: ® 
u Si © Pe] lS) S| 18] accaymot 
D-PHAC 2,0 2,3 | 2,05 | 7,25] 4,4 | 7,24] 7,1 | 0,3 
LAC ..] 2,0 1,5 [1,57 | 7,09] 4,5 | 7,25] 9,7 |—8,8 














Die großen Unterschiede für —AH°® und —AS® bei den beiden 
untersuchten Systemen lassen sich durch die negative Ladung des 
PHAC-Haptens (—COO”) und das Fehlen einer Ladung beim LAC- 
Hapten erklären. — Beim Lactose-phenylazo-Hapten (LAC-Hapten) 
ließ sich durch Untersuchungen mit Galaktose- bzw. Glucose- 
Testhaptenen zeigen, daß die terminale B-Galaktose im LAC-Hapten 
den Hauptbeitrag zur Antikörperbindung leistet und daß die Reak- 
tionsbezirke des Antikörpers mit hoher Spezifität auf die stereo- 
chemische Struktur der endständigen Hexose eingestellt sind. Die 
mittelständige Glucose nimmt ebenfalls, jedoch mit einem geringeren 
Betrag an der Bindung teil. 


Aufklärung der Struktur einiger natürlicher 
Antigene 


Die chemische Aufklärung determinanter Gruppen in Protein- 
Antigenen [1], [34] wird erst dann größere Fortschritte machen, 
wenn über die Feinstruktur der Proteine allgemein mehr bekannt 
ist. Immerhin konnte durch die Untersuchungen von R. R. Por- 
TER [35], C. LAPRESLE [36] und anderen dargetan werden, daß es 
auch bei Protein-Antigenen möglich ist, Spaltprodukte von Hapten- 
charakter zu isolieren. Seit langer Zeit beanspruchen die stark 
antigenen und hochgiftigen Exotoxine von Bakterien [37], [38] 
großes immunchemisches Interesse. Die Tatsache, daß es gelingt, 
Diphtherie- [39], Tetanus- und andere Exotoxine durch Behandlung 
mit Formaldehyd so abzuwandeln, daß sie unter Übergang in die sog. 
Formoltoxoide [40] ihre Toxizität weitgehend verlieren, während 
ihre Fähigkeit zur Auslösung von Antitoxinen im höheren Tier 
erhalten bleibt, zeigt, daß man in diesen Proteinen die toxizitäts- 
bestimmenden und die immunologisch determinanten Gruppen 
chemisch differenzieren kann. — Von großem Interesse sind Enzym- 
Proteine als Antigene [41]. Nach Injektion mancher, aber nicht 
aller artfremder Enzyme kommt es zur Bildung echter Antienzyme, 
deren Reaktion mit dem Enzym zu einer reversiblen Inaktivierung 
der enzymatischen Aktivität führt. In diesen Fällen ist der kata- 
lytisch wirksame Bezirk des Enzymproteins ganz oder teilweise 
identisch mit einer immunologisch determinanten Struktur. Ein 
klassisches Beispiel ist das System Urease-Antiurease [42]. Anti- 
urease hemmt die für höhere Tiere toxische Ureasewirkung (Am- 
moniakvergiftung) und schützt die immunisierten Tiere sicher vor 
vielfach tödlichen Dosen von Urease. Einige Fälle sind beschrieben 
worden, bei denen das Substrat und das Antienzym gegenüber dem 
Enzym typische Konkurrenzhemmung zeigen (z. B. [43]), womit 
bewiesen ist, daß das Antienzym hier tatsächlich — wie das Sub- 
strat — spezifisch auf den katalytisch wirksamen Bezirk des Enzyms 
eingestellt ist. 

Von großem Interesse in neuerer Zeit ist die Frage der Anti- 
genität von Nucleinsäuren, nachdem durch A. GIERER und G. 
SCHRAMM [44], [45] sowie andere gezeigt wurde, daß in vielen 
— wenn nicht allen — Virusarten die Nucleinsäure-Komponente 
und nicht das Protein die eigentliche infektiöse Einheit darstellt. — 
Auch die Frage, inwieweit Lipoide spezifisch antigene Eigenschaften 
ausüben können, ist insbesondere im Hinblick auf gewisse Allergien 
von Bedeutung, wie z. B. der allergischen Encephalomyelitis [46], 
bei der Gehirnlipoide als antigene Komponenten eine Rolle spielen. 
Das für die Wassermann-Reaktion verantwortliche Antigen — Car- 
diolipin — ist ein Lipoid [47]. 

Umfangreiche immunchemische Arbeiten wurden 
an bakteriellen Antigenen, und hier besonders an 
Polysacchariden, durchgeführt. Polysaccharide sind 
vielfach antigene Bestandteile der bakteriellen Zell- 
oberfläche; entsprechende Antiseren reagieren daher 
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mit den determinanten Gruppen polysaccharidischer 
Oberflächen-Antigene. Dieses Forschungsgebiet wurde 
durch O. T. AVERY in den 20er Jahren durch seine 
grundlegenden Untersuchungen über die spezifischen 
Kapselpolysaccharide der Pneumococcen eröffnet. Er 
fand, daß die bekannte serologische Klassifizierung 
der Pneumococcentypen (I, II, III usw.) auf chemi- 
schen Unterschieden ihres jeweiligen Kapselmaterials 
beruht. Jeder Pneumococcentyp bildet ein species- 
spezifisches antigenes Kapselpolysaccharid mit unter- 
schiedlicher Zusammensetzung der Zuckerbausteine, 
gegen welches die typenspezifischen Antikörper ge- 
richtet sind (s. [7], [48]). Es gelang, die Kapsel- 





Fig. 3. Oswatp T. Avery, 21. Oktober 1877 bis 20. Februar 1955 


antigene von vielen Pneumococcentypen in Form 
wasserlöslicher, hochmolekularer Polysaccharide zu 
isolieren und hoch zu reinigen. Diese Polysaccharide 
werden durch spezifische Antiseren (gegen die homo- 
logen Bakterien) noch bis zu Verdünnungen von 
10° bis 10°? präcipitiert. Abbauprodukte mit Mole- 
kulargewichten bis hinunter zu etwa 500 (Trisaccha- 
ridstufe) ergaben noch spezifische Hemmungsreak- 
tionen [49]. Die determinanten Gruppen mußten also 
von dieser Größenordnung sein. Am Polysaccharid 
des Typ III-Pneumococcus, welches sich als stickstoff- 
frei und nur aus Glucose und Glucuronsäure im mola- 
ren Verhältnis 1:1 aufgebaut erwies, konnten W. F. 
GOEBEL u. Mitarb. [50] zeigen, daß Cellobiuronsäure 
als determinante Gruppe fungiert. Dieser disaccha- 
ridische Baustein, aus dem das Typ III-Polysaccharid 
besteht (Poly-cellobiuronsäure), wurde durch partielle 
Hydrolyse isoliert und später synthetisiert. In der 
Folge gelang es GoEBEL [57] Cellobiuronsäure in 
p-Aminobenzyl-cellobiuronid überzuführen und mit 
Hilfe der Azomethode an Proteine zu kuppeln. 
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Die mit derartigen künstlichen Cellobiuronsäure- 
Antigenen immunisierten Tiere bildeten Antikörper, 
welche nicht nur mit dem künstlichen Antigen reagier- 
ten, sondern auch das Typ III-Polysaccharid präcipi- 
tierten und Typ III-Pneumococcen agglutinierten 
(Kreuzreaktion). Die mit Cellobiuronsäure-azoproteinen 
vorbehandelten Tiere erwiesen sich als hochgradig immun 
gegen die Infektion mit vielfach tödlichen Dosen virulenter 
Typ III-Pneumococcen [52]! 


Mit diesen durch Avery (Fig. 3) inaugurierten und 
zusammen mit GOEBEL fortgeführten Arbeiten fand 
die Theorie von der Struktur der Antigene, wie sie 
LANDSTEINER entwickelt hatte, ihre erste glänzende 
Bestätigung. 


Diese Untersuchungen haben weitreichende Folgen gehabt. Mit 
Hilfe stickstoff-freier Pneumococcen-Polysaccharide (z.B. des 
Typ III) haben HEIDELBERGER u. Mitarb. [53] erstmals reine Anti- 
körper aus Immunseren isoliert und sie als y-Globuline charakteri- 
sieren können. Enzymatische Untersuchungen von AvErRY und 
Dusos [54] führten zur Auffindung mikrobieller Ausscheidungs- 
produkte, welche spezielle Pneumococcen-Kapselpolysaccharide in 
vitro und in vivo aufzulösen vermögen (adaptives Exoenzym von 
Bac. brevis u.a.). Die Fortführung dieser Untersuchungen hat 
später zur Isolierung der ersten bakteriellen Antibiotika geführt 
(Tyrocidin, Gramicidin, anschließend Penicillin u. a.) [55]. In den 
40er Jahren fanden Avery u. Mitarb. [56], daß die Bildung typen- 
spezifischer Pneumococcen-Polysaccharide von der Wirkung einer 
typeigenen Desoxyribonucleinsäure-Fraktion genetisch abhängig 
ist. Mit Hilfe solcher Nucleinsäuren ließen sich experimentell Typ- 
Transformationen durchführen: ein erstes Modellbeispiel für die 
biochemisch spezifische Auslösung mutativer Prozesse. Von hier 
aus hat die gesamte Genetik einen neuen großen Aufschwung erlebt; 
Bakterien dürften heute das Hauptforschungsobjekt der Genetik 
geworden sein, und als Substrate genetischer Wirkungen spielen 
Zellbestandteile, wie antigene Polysaccharide, eine bedeutende Rolle. 
Auch aus diesem Grunde ist die detaillierte Analyse der Struktur 
solcher Substrate von großem Interesse. 


M. McCarty, ein ehemaliger Schü- 


CH,0H ler AVERYs, hat neuerdings Unter- 
% 54 suchungen über Polysaccharid-A nti- 
H es 
OH H gene von Streptococcen durchgefiihrt 
H [57]. Das Oberflächen-Antigen von 
H OH 


Streptococcen der Gruppe A besteht 
überwiegend aus N-Acetylglucosamin 
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und L-Rhamnose im molaren Verhältnis 1:2. Es konnte 
gezeigt werden, daß N-Acetylglucosamin, gebunden 
an Rhamnose, als determinante Endgruppe im A-Anti- 
gen fungiert und daß das gruppenspezifische A-Poly- 
saccharid die folgende prinzipielle Struktur besitzt: 


N-Acetyl- 
glucosamin 


—Rhamnose—Rhamnose—Rhamnose— 


| 
N-Acetyl- 
glucosamin 


Durch Mäusepassage können A-Streptococcen ge- 
legentlich ihre serologische Gruppenspezifität ver- 
lieren; die isolierten Varianten zeigen eine neue Spezi- 
fität (V-Antigen). Es ergab sich, daß das V-Antigen 
dadurch zustandekommt, daß N-Acetylglucosamin 
vom ursprünglichen A-Antigen abgespalten wird, wo- 
bei eine dem Restpolysaccharid innewohnende neue 
Spezifität zutage tritt, welche durch Rhamnose ge- 
geben ist. Als determinante Gruppe im V-Antigen 
fungiert ein Disaccharid, welches aus 2 Rhamnose- 
Einheiten aufgebaut ist (Rhamnosyl-rhamnose). 

Die durch Mäusepassage zustandekommende Antigen-Variation 
(A— V) konnte auch enzymatisch in vitro hervorgerufen werden. 
McCarty isolierte einen grampositiven, aeroben Bacillus (Stamm 2a, 
Sm), welcher eine adaptive ß-Glucosaminidase (Exoenzym) bildet, 
die mit einem pH-Optimum von 6,0 N-Acetylglucosamin vom 
A-Polysaccharid abspaltet, wobei dieses in ein Restpolysaccharid 
(Verhältnis Glucosamin: Rhamnose 1:4 bis 1:6) mit V-Spezifität 
übergeht. McCarry fand auch intermediäre Streptococcen-Typen 
(I), welche Zwischenstufen der A — V-Variation darstellen und die 
sowohl A wie V-Spezifität zeigten. Die serologische Variation 
A—1I-V ließ sich also chemisch durch die Struktur der be- 
teiligten determinanten Gruppen genau aufklären. 

Das bis heute immunchemisch am eingehendsten 
analysierte bakterielle Polysaccharid-Antigen ist das 
von KABAT [58a,b] seit einigen Jahren als eine Art 
Modellfall untersuchte Dextran von Leuconostoc mesen- 
teroides. 

Leuconostoc bildet auf Rohrzucker-Nährböden verschiedene 
hochmolekulare Glucosane, welche ausschließlich aus Glucose auf- 
gebaut sind. Es gibt viele verschiedene Dextrane, die sich durch die 
an ihrem Aufbau beteiligten Glucose-Glucose-Bindungen (<1 . 2), 
(1.3), (1.4), <£1.6), hauptsächlich &-) und den Grad der Ver- 
zweigung des Moleküls unterscheiden. Einige Präparate konnten 
hochgereinigt werden. Bekanntlich sind gewisse Leuconostoc- 
Dextrane als Plasmaersatzmittel seit einigen Jahren klinisch im 
Gebrauch. Zu Beginn dieser Untersuchungen stellte sich heraus, 
daß genuine (hochmolekulare) Dextrane für den Menschen sehr 
starke Antigene sind, weshalb heute nur noch relativ niedermoleku- 
lare (abgebaute) und daher unantigene Dextrane klinische An- 
wendung finden. 

KABAT hat besonders ein Dextran des Leuco- 
nostoc-Stammes B 512 untersucht, welches zu 96% 
a-<1,6>- und zu 4% <1,3>-Bindungen enthält. Das 
präcipitierende System Dextran — Antidextran wurde 
in quantitativen Hemmungstesten unter Zusatz von 
Oligosacchariden als Testhaptenen genau analysiert. 
Als Oligosaccharide dienten vor allem Polyglucosen 
mit «-<1,6>-Bindungen (Isomaltose-Typ), wie sie in 
letzter Zeit durch Arbeiten von TURVEY und WHE- 
LAN [59] zugänglich wurden, nämlich Isomaltose, 
Isomalto-triose, -tetraose, -pentaose und -hexaose. 
Dabei zeigte sich, daß in diesem System Isomalto- 
pentaose oder -hexaose als determinante Gruppe fun- 
giert, da beim Übergang von Isomaltose über die 
Triose und Tetraose bis zur Pentaose die molare 
Hemmungswirkung zunimmt. Die Affinität der Pen- 
taose und Hexaose zum Antikörper ist nahezu die 
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gleiche, so daß man annehmen kann, daß die spezifisch 
reaktive ‚Höhle‘ im Antikörper ungefähr den Dimen- 
sionen der Pentaose entspricht. Aus den quantitativen 
Hemmungsexperimenten berechnete KaBat [586] die 
in der folgenden Tabelle 4 angegebenen Anteile jeder 
&-Glucose-Einheit an der Gesamtenergie der Anti- 
körper-Bindung (von total etwa 7,5 kcal/Mol Hapten, 
vgl. [30], [31)). 

Wiederum zeigt sich hier, daß es mit Hilfe der 
quantitativen Präcipitationshemmung möglich ist, die 
spezifischen Reaktionsbezirke des Antikörpers ab- 
zugrenzen und die Struktur der determinanten 
Gruppe(n) genau zu ermitteln. — Das Dextran-Anti- 
dextran-System hat den Vorteil, daß das Antigen 
einerseits nur aus einem Baustein, Glucose, aufgebaut 
ist und andererseits keine polaren Gruppen trägt, so 


Tabelle 4. Verminderung der freien Energie (—AF®) der Bindung von 
Isomaltose-Oligosacchariden und Dextran-(a-<1,6>)-Antiserum bei 
fallendem Polymerisationsgrad des Oligosaccharides 
(nach E. A. KABAT, 1956) 








0 
A u en ee a 
Oligosaccharid (AF® = —7500 cal) ir Bindi “ 
— Oligosaccharid | (%) 8 
(cal/mol) 
Isomaltohexaose . . . 0 100 
Isomaltopentaose . . 160 98 
Isomaltotetraose . . . 330 95 
Isomaltotriose . . . . 730 90 
Isomaltose . 3000 60 
Glucose . 4600 39 


daß unspezifische Reaktionen mit anderen Proteinen 
des Antiserums, besonders mit Albumin, nicht statt- 
finden. 

Gegenüber den Polysaccharid-Antigenen gram- 
positiver Bakterien — wie Pneumococcen, Strepto- 


Polysaccharid-Lipoid A-Protein-Lipoid B 
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Lipoid B 
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Lipopolysaccharid konjugiertes Protein 
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Fig. 4. Aufbau und Komponenten der O-Endotoxine gramnegativer 
Bakterien 


coccen u.a. — sind jene der gramnegativen Bakterien 
— wie der Enterobacteriaceen (Coli, Salmonellen u.a.) —, 
die sog. O-Antigene, wesentlich komplizierter zusam- 
mengesetzt, weshalb immunchemische Analysen ihrer 
determinanten Strukturen erst in neuerer Zeit unter- 
nommen wurden. Auf Grund der Untersuchungen von 
MorcGAN [60], GOEBEL [61] und unseres eigenen 
Arbeitskreises [62] ist bekannt, daß die O-Antigene 
gramnegativer Bakterien identisch sind mit ihren 
Endotoxinen, welche aus einer Reihe charakteristischer 
Komponenten bestehen (Fig. 4): dem jeweiligen spe- 
cies-spezifischen Polysaccharid und den vielen Species 
gemeinsamen Komponenten Lipoid A, Protein und 
Lipoid B [62]. Das Polysaccharid, welches etwa 50 
bis 60% des Komplexes ausmacht und das 5 bis 10% 
Phosphosäureester enthält, ist relativ fest an Lipoid A 
gebunden und kann aus den Bakterien entweder als 
vollantigener Komplex [60] oder — z.B. mit Phe- 
nol/Wasser [62], [63] — als protein- und lipoid-B- 
freies Lipopolysaccharid extrahiert werden. Wir 
4 
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konnten zeigen, daß die Lipoid A-Komponente für 
die endotoxischen Manifestationen der gramnegativen 
Bakterien verantwortlich ist [62], [64], [65], während 
das species-spezifische Polysaccharid die determi- 
nanten Gruppen der O-Antigene trägt. Die Aggluti- 
nation gramnegativer Bakterien durch O-Antiseren 
kommt durch Reaktion von Antikérpern mit dem 
Polysaccharid des Endotoxin-Komplexes an der bak- 
teriellen Oberfläche zustande. 

Eingehend untersucht wurden die O-Antigene der 
Salmonellen. Diese große Bakterien-Klasse umfaßt 
heute mehr als 500 serologisch differenzierbare Stäm- 
me, von denen viele als Erreger menschlicher Infek- 
tionen bekannt sind. Ihre serologische Analyse und 
Klassifizierung verdanken wir den Pionierarbeiten von 
F. KAUFFMANN, deren Ergebnis in dem sog. Kauff- 
mann-White-Schema der Salmonellen [66] nieder- 
gelegt ist. 

Die O-Antigene der Salmonellen enthalten im allgemeinen eine 
Vielzahl verschiedener determinanter Gruppen — von KAUFFMANN 
als 1, 2, 3, 4, 5 usw. bezeichnet —, denen spezifische Antikörper- 
Fraktionen in den Antiseren entsprechen. Diese spezifischen Grup- 
pen kommen bei Salmonellen in den verschiedensten Kombinationen 
vor, wodurch sich u. a. die Vielzahl an Serotypen erklärt. Wie sich 
gezeigt hat, sind die spezifischen Salmonella-Polysaccharide stark 
verzweigte Moleküle, mit vielen Endgruppen also, und den ver- 
schiedenen Endgruppen entsprechen jeweils die determinanten 
Faktoren (1, 2, 3, 4, 5 usw.) des Kauffmann-White-Schemas. 

Dieses Schema teilt alle Salmonellen in Gruppen 
(A,B,C,D usw.) ein, für welche das Vorhandensein 
wenigstens eines determinanten Faktors charakte- 
ristisch ist (Tabelle 5). Andere Faktoren kommen in 
mehreren Gruppen vor und sind für die zwischen diesen 
Gruppen beobachteten partiellen Kreuzreaktionen ver- 
antwortlich. 

In Zusammenarbeit mit Dr. A. M. STAuB (Pasteur- 
Institut, Paris) fanden wir, daß der jeweilige terminale 
Zuckerbaustein in den determinanten Faktoren (1, 2, 
3, 4, 5 usw.) des Kauffmann-White-Schemas sich sero- 
logisch durch spezifische Hemmungs-Reaktion zu er- 


Tabelle 5. Zuckerbausteine der spezifischen O-Antigene (Endotoxine) 
der Salmonella-Gruppen A, B, D und P (nach [68], [69]) 
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kennen gibt, ähnlich den von W.T. J. MorGAN u. 
Mitarb. (s. [18]) erhobenen Befunden über die end- 
ständigen Zucker in den determinanten Strukturen 
der Blutgruppen-Polysaccharide. Tabelle 5 zeigt als 
Beispiel die qualitative Analyse der Zuckerbausteine 
von Salmonellen der Serogruppen A, B, D und P sowie 
die den O-Antigenen zugehörigen determinanten Fak- 
toren des Kauffmann-White-Schemas. 

Man erkennt, daß in diesen Gruppen jeweils ein 
Zuckerbaustein aus der Klasse der von uns kürzlich 
entdeckten 3,6-Didesoxyhexosen (Paratose, Abequose, 
Tyvelose, Colitose) [67—69] und zugleich ein deter- 
minanter Faktor charakteristisch sind. So ergab 
sich, daß Paratose typisch ist für die Salmonella- 
Gruppe A und dort als Baustein des gruppenspezi- 
fischen Faktors 2 fungiert. Abequose erwies sich als 
typisch für die Gruppe B (und C,) und ist hier deter- 
minante Endgruppe des Faktors 4. Das gleiche gilt 
für Tyvelose in Gruppe D, wo dieser Zucker End- 
gruppe des Faktors 9 ist [68], und endlich wurde 
Colitose typisch für die Gruppe P und hier als deter- 
minante Endgruppe des Faktors 35 gefunden [69]. 
Andere Serogruppen (z. B. C,, C,, E, F, G usw.) weisen 
ebenfalls charakteristische Zuckerzusammensetzungen 
der O-Antigene auf [70]. Wir sind, zusammen mit 
Dr. F. KAUFFMANN (Statens Serum Institut, Kopen- 
hagen) und Dr. A. M. StauB damit beschäftigt, den 
Faktoren 1,2,3,4,5 usw. des Kauffmann-White- 
Schemas chemisch definierte Strukturen zuzuordnen. 
Entsprechend den Erfahrungen an anderen Poly- 
saccharid-Antigenen ist zu erwarten, daß zur vollen 
Wirksamkeit der determinanten Faktoren mehr als 
ein endständiger Zucker gehört. Für einige 3,6-Di- 
desoxyzucker konnten wir [71] bereits den weiteren 
Zuckerbaustein, an welchen sie im Polysaccharid ge- 
bunden sind, ermitteln. 

Dem mehreren Serogruppen gemeinsamen Faktor 1 konnte end- 
ständige D-Glucose zugeordnet werden, L-Rhamnose ist determinante 
Endgruppe des Faktors 12. Die oben genannten Zucker hemmen 
die homologe serologische Reaktion in spezifischer Weise: so z. B. 
Abequose die Reaktion aller Salmonella-O-Antigene, welche Faktor 4 
(Gruppe B) enthalten, mit Anti-4-Seren oder Tyvelose (Gruppe D) 
die Reaktion 9-Anti 9, oder Rhamnose die Reaktion 12-Anti 12 usw. 
Auf diese Weise konnten u. a. auch die 4 neu aufgefundenen 3,6-Di- 
desoxyhexosen unter Anwendung relativ kleiner Mengen (einige 
Milligramm) serologisch eindeutig bestimmt werden [71], [72], was 
die strukturchemischen Arbeiten an dieser bislang unbekannten 
Zuckerklasse erheblich erleichtert hat. 


Zusammen mit LEDERER u. Mitarb. [72] konnten wir die Struk- 
tur der neu aufgefundenen bakteriellen, gruppenspezifischen 3,6-Di- 
desoxyhexosen, deren Daten in nachstehender Tabelle 6 zusammen- 
gestellt sind, aufklären und durch Synthese eindeutig sichern. — 
E. LEDERER u. Mitarb. [73] haben kürzlich aus den Membran- 
Glycolipoiden von Ascaris-Eiern eine fünfte 3,6-Didesoxyhexose, 
Ascarylose, isoliert, welche sich als optischer Antipode von Tyvelose 
erwies: erstere ist 3-Desoxy-L-, letztere 3-Desoxy-D-rhamnose ([72], 
s. Tabelle 6). Von den theoretisch möglichen 8 isomeren 3,6-Di- 
desoxy-hexosen sind somit bislang 5 Vertreter in der Natur aufge- 
funden worden: 4 in Bakterien, 1 in Ascariden. 

Unsere bisherigen Kenntnisse über determinante 
Endgruppen in Salmonella-O-Antigenen zeigt das 
Schema in Fig. 5. 

Die geringen sterischen Unterschiede in den vier 
bislang aufgefundenen isomeren 3,6-Didesoxyhexosen 
setzen sich serologisch scharf durch, wie dies schon bei 
anderen isomeren Zuckern gefunden wurde. Bemer- 
kenswert ist, daß in ein und derselben Bakterienklasse 
(Salmonella), in nah verwandten Arten also, die Fähig- 
keit zur Synthese so vieler Isomeren der gleichen Zuk- 
kerklasse — jedoch jeweils alternativ immer nur eines 
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Tabelle 6. Analytische Daten der fünf bislang aufgefundenen natür- 
lichen 3,6-Didesoxy-hexosen (J. Fouguey, E. LEDERER, O. LUDE- 
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Vertreters — entwickelt ist und daß diese Zucker in 
analoge immunologisch determinante Strukturen ihrer 
Oberflächen-Antigene eingebaut werden. Im Falle 
der Abequose (3-Desoxy-D-fucose) in der Salmonella- 
Paratose 
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Fig. 5. Chemische Charakterisierung einiger Salmonella-O-Antigene 
des Kauffmann-White-Schemas (s. [77]) 


gruppe B und der Colitose (3-Desoxy-L-fucose) in der 
Gruppe P handelt es sich um optische Antipoden (!), 
welche als Endgruppen in analogen determinanten 
Faktoren erscheinen [69], [70], [75]. Die gleiche Zusam- 
mensetzung wie die der Salmonella-Antigene in der 
Gruppe P zeigt auch der menschenpathogene Coli- 
Stamm 0 111 (s. Tabelle 5 und Fig. 5), der mit Salmo- 
nella P-Antiseren kreuzreagiert. Die Zusammenset- 
zung des O-Antigens ist für jede Salmonella-Species 
genetisch festgelegt. Daher ist das Studium der 
Salmonellen und der bei diesen Bakterien in so reichem 
Maße in Erscheinung tretenden Varianten wie auch der 
gelegentlich beobachteten Mutationen ihrer poly- 
saccharidischen O-Antigene nicht nur von immun- 
Naturwiss. 1959 


chemischem Interesse, sondern auch ein lohnendes 
Feld der Genetik. 


So hat sich die Landsteinersche Konzeption von der 
Struktur der Antigene auch bei der Aufklärung der 
kompliziert zusammengesetzten Salmonella-Antigene 
— sowie von anderen gramnegativen Bakterien — 
wiederum bestens bewährt. 


Literatur 


[7] Ausführliche Darstellung siehe O. WEstpHAL: Immunchemie. 
In Physiologische Chemie, herausgeg. von E. LEHNARTz u. B. 
FLASCHENTRÄGER, Bd. II/2b, S.894—979. Heidelberg: Springer 
1957. — [2] Oupin, J.: C. R. Acad, Sci. [Paris] 222, 115 (1946); 
228, 1890 (1949). — Meth. Med. Res. 5, 335 (1952), mit Literatur. — 
[3] OucHTErLoNY, Ö.: Acta path. microbiol. scand. 25, 186 (1948); 
32, 230 (1953). — Ark. Kemi 1, 43, 55 (1949). — [4] GRABER, P., u. 
C. A. Wırrıams: Biophys. biochim. Acta 10, 193 (1953); 17, 67 
(1955). Siehe auch SALVINIEN, J.: J. Chim. physique 52, 741 (1955), 
Theorie der Immunelektrophorese. — [5] ARRHENIUS, S.: Vorlesun- 
gen über Immunchemie a. d. Universität von Californien 1904. 
Ergebn. Physiol. 7, 480 (1908). — [6] Zum Problem der Sensibili- 
sierung gegen Medikamente siehe Kimmic, J.: Allergie und ihre Be- 
deutung für die neuzeitliche Medizin. Naturwiss. Rdsch. 11, 347 
(1958). — [7] LAnDSTEINER, K.: The Specificity of serological 
reactions, 2. Aufl. Cambridge, Mass. 1945. — [8] LANDSTEINER, K., 
u. H.Lampi: Biochem, Z. 86, 343 (1918); 93, 106 (1919). — 
[9] MARRACK, J. R.: The chemistry of antigens and antibodies. 
London 1938. — [10] WitreBsky, E.: Ann. N.Y. Acad. Sci. 59, 168 
(1954). — [11] LANDSTEINER, K., u. J. VAN DER SCHEER: J. Exp. 
Med. 67, 709 (1938). — [12] PrEssMAN, D., u. L. A. STERNBERGER: 
J. Immunology 66, 609 (1951). — [13] LANDSTEINER, K., u. J. VAN 
DER SCHEER: J. Exp. Med. 55, 781 (1932); 59, 769 (1934); 69, 705 
(1939). — [14] Avery, O. T., W. F. GoEBEL u. F. H. BaBErs: J. 
Exp. Med. 55, 769 (1932). — [15] Kapat, E. A.: Persönliche Mit- 
teilung. — [16] Marrack, J. R., u. E. S. ORLANs: Steric factors in 
immunochemistry. In: Progress in Stereochemistry, edit. by W. 
KLyne, Vol. 2, p. 228. London 1958. — [17] LANDSTEINER, K., u. 
J. VAN DER SCHEER: J. Exp. Med. 50, 407 (1929). — [18] MorGAN, 
W.T. J.: The chemical basis of blood group specificity in man. Natur- 
wiss, (im Druck). — [19] Haurowızz, F.: Biosynthese der Proteine 
und ihre Beeinflussung durch Antigene. Naturwiss. 46, 60 (1959). — 
[20] HEIDELBERGER, M.: Immunochemistry. In: Currents of bio- 
chemical research, p. 453, edit. by D. E. GREEN. New York 1946. — 
[21] Kapat, E. A., u. M. Mayer: Experimental immunochemistry, 
1. Aufl., Springfield 1948; 2. Aufl. 1958/59 (im Druck). — [22] HEIDEL- 
BERGER, M.: J. Amer. Chem. Soc. 60, 242 (1938). — [23] Erickson, 
J. O., u. H. NEURATH: Science 98, 284 (1943). — [24] PRESSMANn, D., 
J. H. Brypen u. L. PauLinG: J. Amer. Chem. Soc. 67, 1219 (1945). 
KARUSH, F.: J. Physic. Colloid Chem. 56, 70 (1952). — PRESSMAN, 
D., u. M. SıegeL: Arch. Biochem. 45, 41 (1953), u.a. — [25] Pau- 
LING, L., D. PRESSMAN u. L. A. GROSSBERG: J. Amer. Chem. Soc. 
66, 784 (1944). Vgl. HEIDELBERGER, M., u. F. E. KENDALL: J. Exp. 
Med. 61, 563 (1935). — |26] Pressman, D., J. H. BRYDEN u. L. 
PauLinG: J. Amer. Chem. Soc. 67, 1219 (1945); 79, 1552 (1948). — 
[27] LANDSTEINER, K., u. J. VAN DER SCHEER: J. Exp. Med. 59, 
751 (1934). — [28] PARDEE, A. B., u. L. Pautinc: J. Amer. Chem. 
Soc. 71, 143 (1949). — PRESSMAN, D., u. M. SrEGEL: J. Amer. Chem. 
Soc. 75, 686 (1953), mit Literatur. — [29] Karusu, F., u. R. Marks: 
J. Immunology 78, 296 (1957). — [30] Karusn, F.: J. Amer. Chem. 
Soc. 78, 5519 (1956); 79, 3380 (1957). — [31] Karusu, F.: The 
Specificity of Antibodies, Trans. N. Y. Acad. Sci., Ser. II 20, 581 
(1958). Vgl.auch Pressman, D., M. Srecer u. L.A. R. HALL: 
J. Amer. Chem. Soc. 76, 6336 (1954). — SINGER, S. J., u. D.H. 
CAMPBELL: J. Amer. Chem. Soc. 77, 3499, 4851, 4855 (1955). — 
[32] MARRACK, J.R., u. H.SmıtH: Brit. J. Exp. Path. 13, 94 
(1932). — HAUROWITz, F., u. F. BREINL: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. 
Chem. 214, 111 (1933). — Etsen, E., and F. KarusH#: J. Amer. 
Chem. Soc. 71, 363 (1949). — [33] Haurowızz, F.: J. Immunology 
43, 331 (1942). — [34] TREFFERS, H. P.: Advanc. Protein Chem. 1, 
69 (1944). — GRABAR, P.: Bull. Soc. Chim. biol. [Paris] 36, 65 
(1954). — HEIDELBERGER, M.: Rutgers Univ. Bur. Res. Ann. Conf. 
Protein Metab., Serolog. Approaches etc. 1954, p. 10. — [35] Por- 
TER, R. R.: Biochemic. J. 66, 677 (1957). — [36] LAPRESLE, C.: 
Ann. Inst. Pasteur 89, 62 (1957). — Bull. Soc. Chim. biol. 37, 969 
(1955); 39, 833 (1957). — LAPRESLE, C., u. J. DuRIEUX: Ann. Inst. 
Pasteur 92, 62 (1957); 94, 38 (1958). — [37] PAPPENHEIMER, A. M.: 
Advance. Protein. Chem. 4, 123 (1948). — [38] HEYNINnGEN, W.E. 
van: Schweiz. Z. Path. 18, 1018 (1955). — [39] Pope, C. G.: Int 
Arch. Allergy 5, 115 (1954). — [40] Frencu, D., u. J. T. EDSALL: 


3c 








60 FerLıx Haurowıtz: Biosynthese der Proteine und ihre Beeinflussung durch Antigene 


Die Natur- 
wissenschaften 





Advanc, Protein Chem. 2, 277 (1945). — ScHMipT, H.: Fortschritte 
der Serologie, 2. Aufl., S. 220ff. Darmstadt 1955. — Vgl. dazu 
Marrack, J.R., u. E.S. Orrans: Brit. J. Exp. Path. 35, 389 
(1954). — [41] Sevac, M. G.: Immuno-Catalysis, 2. Aufl. Spring- 
field 1951, speziell Part III: Antibody as a specific enzyme inhibitor, 
S. 144—173; Part IV: Antienzyme immunity, S. 175—357; Part V: 


Antibodies against respiratory enzymes, S. 363—396. — [42] Sum- 
NER, J. B.: Ergebn. Enzymforsch. 6, 201 (1937). — [43] Kuso- 


wıtz, F., u. P. Orr: Biochem. Z. 314, 94 (1943). — [44] GIERER, A., 
u. G. SCHRAMM: Nature [London] 177, 702 (1956). — Z. Naturforsch. 
11b, 138 (1956). — [45] GIERER, A.: Z. Naturforsch. 13b, 477, 485 
(1958). — [46] Rivers, T.M., D. H. Sprunt u. G. P. Berry: J. 
Exp. Med. 58, 39 (1933). KasatT, E.A.: J. Exp. Med. 93, 615 
(1951). — FREUND, J., u. M. M. Lipton: J. Immunology 75, 454 
(1955) u.a. — [47] Wet, A. J.: Bact. Rev. 5, 293 (1943). — 
PANGBORN, M. C.: J. Biol. Chem. 143, 247 (1942); 153, 343 (1944). — 
LuNDBACK, H.: Acta path. microbiol. scand. 31, 10, 73, 185 (1952). — 
[48] Avery, O. T.: Naturwiss. 21, 777 (1933). — [49! HEIDELPER- 
GER, M., u. F.E. KENDALL: J. Exp. Med. 57, 373 (1933). — 
[50] HEIDELBERGER, M., u. W. F, GoEBEL: J. Biol. Chem. 74, 613 


(1927). — GorBEL, W.F.: J. Biol. Chem. 110, 391 (1935). — 
Horcuxiss, R. D., u. W. F. GoeBer: J. Biol. Chem. 121, 195 (1937). 
[51] GoEBEL, W.F.: J. exp. Med. 68, 469 (1938). — Nature [Lon- 
don] 143, 77 (1939). [52] GOEBEL, W. F.: J. Exp. Med. 72, 33 


(1940). — [53] HEIDELBERGER, M.: Bacteriol. Rev. 3, 49 (1939). — 
Chem. Reviews 24, 323 (1939). — [54] DuBos, R. J.: Ergebn. En- 
zymforsch. 8, 135 (1939). [55] Oxrorp, A. E.: Ann. Rev. Bio- 
chem. 14, 749 (1945). [56] McCarty, M., H. E. TAyror u. O. T. 
Avery: Cold Spr. Harb. Symp. Quant. Biol. 11, 177 (1946). — 
WESTPHAL, O.: Angew. Chem. 59, 69 (1947). — [57] McCarry, M.: 
J. Exp. Med. 104, 629 (1956). [58a] Kapat, E.A.,u. D. BERG: 
J. Immunology 70, 514 (1953). — Kasat, E. A.: J. Amer. Chem. 
Soc. 76, 3709 (1954). — J. Immunology 77, 377 (1956). — ALLEN, Z., 
u.E.A. Kasat: J. Amer. Chem. Soc. 78, 1890 (1956). — [58 b] KABAT, 
E.A.: J.Cell. Comp. Physiol. 50, Suppl. 1, 79 (1957). — Rev. Hémat. 
12, 606 (1957). — [59] Zit. nach E. A. KaBat [58]. — [60] MorGan, 
W. T. J., u. S.M. Parrripce: Biochemic. J. 34, 169 (1940); 35, 
1140 (1941). — Brit. J. Exp. Path. 23, 151 (1942). — [61] GoEBEL, 
W.F., F. BinkLey u. E. PERLMAN: J. Exp. Med. 81, 315 (1945). — 
BINKLEY, F., W.F. GOEBEL u. E. PERLMAN: J. Exp. Med. 81, 331 
1945). — Baker, E.E., W.F. GOEBEL u. E. PERLMAN: J. Exp. Med. 


89, 325 (1949). — [62] WestpHAL, O., u. O. LÜDERITZ: Angew: 
Chem. 66, 407 (1954), Übersicht mit Literatur. — [63] WESTPHAL, O., 
O. LUpERITz u. F. Bıster: Z, Naturforsch. 7b, 148 (1952). — 
[64] WestruAL, O.: Pyrogens, Trans. 2nd Macy Conf.on Poly- 
saccharides in Biology, Princeton, 25.—27. 4. 1956, MACY Foun- 
dation, New York 1958, S. 115—220. — WESTPHAL, O., O. LÜDE- 
r1TZ, E. EICHENBERGER U. E.NETER: Mucopolysaccharides of 
gram-negative Bacteria: Newer Chemical and Biological Aspects. 
Ciba Found. Symp. on the Chemistry and Biology of Mucopoly- 
saccharides, London 1958, S. 187. — [65] Scumipt, G., E. EıcHEn- 
BERGER U. O. WESTPHAL: Experientia [Basel] 14, 289 (1958). — 
WESTPHAL, O., A. Nowotny, O. LÜperıtz, H. Hurnı, E, EıcHEn- 
BERGER U. G. SCHÖNHOLZER: Acta pharmac. Helv. 33, 401 (1958). — 
[66] KAUFFMANN, F.: Ergebn. Mikrobiol. Immun.forsch. exp. Ther. 
30, 160 (1957). — KAUFFMANN, F., u. P. R. Epwarps: Acta path. 
microbiol. scand. 41, 242 (1957). — [67] WESTPHAL, O., O. LUDE- 
RITZ, I. FROMME u. N. JosepH: Angew. Chem. 65, 555 (1953). — 
FROMME, I., K. HiMMELSPACH, O, LÜDERITZ u. O. WESTPHAL: Angew. 
Chem. 69, 643 (1957). — [68] Davies, D. A. L., I. Fromme, O. 
LÜperırz, A. M. Staus u. O. WestpHAL: Nature [London] 181, 
822 (1958). Siehe auch Straus, A.M., u. R. Tınerrı: Bull. Soc. 
Chim. biol. 39, 65 (1957). — [69] Lüperırz, O., A. M. Staus, 
S. Srırm u.O. WestpuaL: Biochem. Z. 330, 193 (1958). — 
[70] KAUFFMANN, F., O. LÜDERITZ, H. STIERLIN u. O. WESTPHAL: 
Unveröffentlicht. — [71] Staus, A. M., R. TıneLuı, O. LUDERITZz u. 
O. WESTPHAL: Ann. Inst. Pasteur 1958 (im Druck). — [72] Fou- 
QUEY, C., E. LEDERER, O. LÜDERITZ, J. Potonsky, A. M. Staus, 
S. Strrm, R. TıneLLı u. O. WESTPHAL: C. R. Acad. Sci. [Paris] 246, 
2417 (1958). — [73] Fouguey, C., J. PoLonsky u. E. LEDERER: Bull. 
Soc. Chim. biol. 39, 101 (1957); 40, 315 (1958). — [74] FougueEy, 
C., J. Potonsxy, E. LEDERER, O. WESTPHAL u. OÖ. LUDERITz: Na- 
ture [London] 182, 944 (1958). — [75] WesTpHat, O., H. FEIER, 
O. Ltperitz u. I. FROMME: Biochem. Z. 326, 139 (1954). — [76] 
WESTPHAL, O., O. LUpERITz, A. M. Staug u. R. TINELLI: Zbl. 
Bakt., I Orig. 1959 (im Druck). 


Freiburg 1. Br., Universitat und 
A. Wander-Forschungsinstitut. 


Eingegangen am 10, Oktober 1958 


Biosynthese der Proteine und ihre Beeinflussung durch Antigene*) 


Von FELıx HAurowITz, Bloomington, Ind. (USA) 


In meinem heutigen Vortrag möchte ich vorerst 
versuchen, ein Bild von der Biosynthese der Proteine 
aus ihren Bausteinen, den Aminosäuren, zu entwerfen, 
wie wir es heute sehen. Ich brauche hier nicht die 
enorme Bedeutung der Proteine für unsere Anschauun- 
gen über das Wesen des Lebens hervorzuheben. Ge- 
wiß sind auch Nukleinsäuren und andere Verbindun- 
gen unentbehrlich. Nur die Proteine bilden jedoch die 
Fermente, die wiederum Stoffwechsel und damit die 
Lebensvorgänge ermöglichen. 

Wir sind über die Zufuhr von Aminosäuren durch 
das Nahrungseiweiß und über die Resorption der frei- 
gesetzten Aminosäuren aus dem Verdauungstrakt gut 
informiert. Wir wissen jedoch wenig über die schnelle 
Eliminierung der resorbierten Aminosäuren aus der 
Blutbahn. Selbst wenn wir große Mengen von Amino- 
säuren intravenös injizieren, wandert die Hauptmenge 
im Laufe weniger Minuten aus der Blutbahn in die 
Körperzellen. Der Gehalt der Zellen an freien Amino- 
säuren ist ein Vielfaches der Aminosäurenkonzentration 
in den Körperflüssigkeiten [1], [2]. Wir haben rote 
Blutkörperchen des Entenblutes in einer isotonischen 
Salzlösung, welche Spuren von 14C-Glykokoll enthielt, 
suspendiert; in wenigen Minuten stieg der intrazellu- 


*) Vortrag, gehalten auf der 100. Versammlung der Gesellschaft 


Deutscher Naturforscher und Ärzte in Wiesbaden am 1. Oktober 1958. 


läre Gehalt an freiem Glykokoll auf etwa das 7- bis 
8fache der Glykokoll-Konzentration in der Suspen- 
sionsflüssigkeit an [3]. Zweifellos ist Energie nötig, 
um diese Wanderung gegen das Konzentrationsgefälle 
herbeizuführen. Wir wissen noch nicht, welcher Stoff- 
wechselvorgang diese Energie liefert. 

Der raschen Wanderung der Aminosäuren in die 
Zellen folgt ein langsamer Einbau in die Zellproteine, 
eineBildung von Peptidbindungen. Die hierfür nötige 
Energie wird von ATP (Adenosintriphosphat) bei- 
gestellt, das in AMP (Adenosinmonophosphat) und 
Pyrophosphat gespalten wird [4], [5]. Dies läßt an 
Anhydridbildung zwischen Adenylsäure und Amino- 
säuren denken; die Adenylaminosäuren sind jedoch 
wie alle Säureanhydride überaus reaktive Verbin- 
dungen, die auch in Abwesenheit von Fermenten an 
natives und denaturiertes Eiweiß gebunden werden [6]. 
Deshalb sind Zweifel an ihrer biologischen Bedeutung 
aufgetaucht. Vielleicht sind Aminosäureester der 
Adenylsäure die wahren aktivierten Aminosäuren; in 
diesen Estern wäre die Carboxylgruppe der Amino- 
säure an die 2’- oder 3’ständige OH-Gruppe des 
Ribosemoleküls gebunden [7]. 

Der nächste Schritt in der Biosynthese der Proteine 
ist die Bildung der Peptidkette. Es ist noch nicht klar, 
ob dabei freie Peptide als Zwischenstufen auftreten. 
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Wenn man lebenden Tieren eine markierte Aminosäure 
injiziert, dann reine Proteine isoliert, partiell hydroly- 
siert und die spezifische Aktivität der einzelnen Peptid- 
fraktionen untersucht, findet man gleiche Aktivität 
der Aminosäure in allen Peptidfraktionen [8]. Dies 
bedeutet, daß die gesamte Peptidkette des Proteins 
innerhalb eines kurzen Zeitabschnittes gebildet wurde, 
in dem die Radioaktivität der injizierten Aminosäure 
praktisch konstant war; die Existenz freier Peptide 
ist daher höchst unwahrscheinlich. Versetzt man je- 
doch überlebende Gewebsschnitte mit einer markierten 
Aminosäure, so findet man in den Proteinen ungleiche 
Radioaktivität entlang der Peptidkette; dies deutet 
auf allmähliche Umsetzung mit bereits vorhandenem 
Gewebseiweiß und auf Bildung von Peptiden, die dann 
durch Transpeptidierung in die Peptidkette des 
Proteins eingebaut werden [9]. 

Ähnliche Transpeptidierungen findet man bei der 
Bildung von Plastein durch proteolytische Fermente 
[10]. Unter Verwendung von !4C-Aminosäureestern 
fanden wir Übertragung des Aminosäurerestes vom 
Alkohol auf Plastein, während freie Aminosäuren 
nicht in das Plastein eingebaut wurden [11]. Obzwar 
Plasteinbildung bei neutraler Reaktion und Körper- 
temperatur erfolgt, glauben wir nicht, daß Plastein- 
bildung mit der normalen Synthese spezifischer Pro- 
teine etwas zu tun hat. Sie mag aber in den mecha- 
nisch geschädigten Zellen der Gewebsschnitte bedeut- 
sam werden, da die intrazellulären proteolytischen 
Fermente durch die Schädigung frei werden. 

Ein anderes in diesem Zusammenhang untersuchtes 
Problem ist jenes der Umwandlung von Plasmaproteinen 
in Gewebsproteine. WHIPPLE [12] hat gezeigt, daß man 
Tiere ohne Eiweißnahrung am Leben erhalten kann, 
wenn man ihnen Plasmaproteine der gleichen Spezies 
transfundiert. WHIPPLE nimmt Transfer großer Peptid- 
fragmente von den Plasmaproteinen in die Gewebs- 
proteine an. Da Markierung mit einem einzigen Isotop 
keine endgültige Entscheidung gestattet, haben wir 
Kaninchen und Ratten Serumalbumin injiziert, das 
doppelt markiert war, entweder durch 3°S-Amino- 
säuren und Spuren von J oder durch #S- und 
14C-Aminosäuren. Wenn große Peptidfragmente vom 
injizierten Eiweiß auf die Organproteine übertragen 
würden, sollte man beide Isotope in den Organpro- 
teinen im gleichen Verhältnis wiederfinden. Wir 
finden jedoch im Haarkeratin der mit ®S14C-Eiweiß 
injizierten Versuchstiere etwa 3mal so viel *°S wie MC. 
Nun enthält das Keratin des Haares etwa 3mal so viel 
Schwefel wie das injizierte Serumalbumin. Wir 
schließen daraus, daß das Serumalbumin zuerst bis 
zur Aminosäurestufe abgebaut wird und daß dann 
Einbau von *S- und von M4C-Aminosäuren ent- 
sprechend dem S- und dem C-Gehalt des neugebildeten 
Proteins erfolgt [73]. Zu dem gleichen Schluß führen 
uns die Versuche mit dem jodierten 3®S-Eiweiß. Der 
Quotient #S/!3J in den Organproteinen ist beim 
Kaninchen nach 8 bis 9 Tagen etwa 10 bis 15mal, bei 
der Ratte etwa 50 bis 100mal höher als im injizierten 
Protein. Auch dies läßt sich am besten verstehen, 
wenn man kompletten Abbau zur Aminosäurestufe 
und Verwertung der natürlichen Aminosäuren, jedoch 
Nichtverwertung der Jodaminosäuren annimmt [14]. 

Wie sollen wir uns nun die Bildung der art- und 
organspezifischen Eiweißkörper vorstellen ? Wir wissen 
von zwei strukturellen Ursachen der Spezifität: A. einer 


genau definierten Reihenfolge der Aminosäuren in der 
Peptidkette des Proteins und 2. einer besonderen 
Faltung dieser Peptidkette, durch die das Protein in 
ein globuläres Makromolekül, ein Sphäroprotein, um- 
gewandelt wird. Der Durchmesser der globulären 
Eiweißmoleküle schwankt zwischen etwa 50 und 
200 A. Da intermolekulare Kräfte nicht weiter als 
etwa 5 bis 7 A weit reichen, können wir uns nicht gut 
vorstellen, wie ein derartiges Molekül durch die be- 
kannten intermolekularen Kräfte gebildet werden 
könnte. Es ist viel wahrscheinlicher, daß die Repro- 
duktion der Proteine im entfalteten Zustand statt- 
findet, daß daher zunächst eine einzelne gestreckte 
Peptidkette oder ein aus einer einzelnen Peptidkette 
bestehender monomolekularer Film gebildet wird [15]. 

Ich habe vor mehreren Jahren versucht, diesen 
Reproduktionsprozeß in die Sprache der Chemie zu 
übertragen; meine Anschauung wird gelegentlich ais 
„template theory“ bezeichnet, d.h. als Schablonen- 
theorie. Ich stütze mich auf gewisse Analogien im 
Kristallisationsvorgang, in dem eine Kristallfläche die 
Abscheidung einer Schicht von identischen Molekülen 
und dadurch Kristallwachstum verursacht. Man 
könnte sich in ähnlicher Weise vorstellen, daß jeder 
Aminosäurerest des entfalteten Modellproteins einen 
identischen Aminosäurerest aus der umgebenden Lö- 
sung adsorbiert. Wir benötigen dann nur noch eine 
oder einige wenige unspezifische Peptidasen, um die 
Peptidbindungen zwischen den adsorbierten Amino- 
säureresten zu schließen. Sobald dies geschehen ist, 
löst sich das Proteinmolekül durch Faltung seiner 
Peptidketten von der Matrix ab, und der Prozeß kann 
von neuem beginnen. Es erhebt sich natürlich die 
Frage, weshalb das Protein der Matrix ständig im 
entfalteten Filmzustand bleiben sollte. Ich schreibe 
dies dem Umstand zu, daß es als Nukleoprotein vor- 
handen ist. Die Nukleinsäure verhindert Faltung der 
Peptidketten und Übergang in ein Sphäroprotein. 
Das eben entworfene Bild hat den großen Vorteil, daß 
es die Bildung von Antikörpern zu erklären gestattet. 

Mit BREINL habe ich vor etwa 28 Jahren. eine 
Theorie der Antikörperbildung aufgestellt, nach 
welcher Antikörper Globuline sind, die der determinanten 
Gruppe des Antigens komplementär angepaßt sind [17]. 
Ähnliche Theorien wurden unabhängig von uns von 
ALEXANDER [18] und Mupp [19] vorgeschlagen. Unsere 
Theorie ist derzeit allgemein angenommen. PAULING 
[20] hat später vorgeschlagen, daß sich die Antikörper 
von normalen Globulinen nur durch die Faltung ihrer 
Peptidketten unterscheiden. Wir haben kürzlich Anti- 
körper gegen stark basische und gegen stark saure 
Antigene isoliert und haben tatsächlich in beiden 
gleichen Gehalt an den verschiedenen Aminosäuren 
gefunden [27]. Die Faltungshypothese der Antikörper- 
spezifität läßt sich leicht mit der „template theory“ 
der Proteinbildung kombinieren. Die Antigene greifen 
offenbar nicht in den ersten Teilvorgang, in die Bil- 
dung der Peptidkette aus Aminosäuren, ein. Sie ent- 
falten ihre Wirkung erst während des zweiten Teil- 
prozesses, der Faltung der Peptidketten, so daß das 
gebildete Antikörpermolekül einen negativen Abdruck 
der determinanten Gruppe bildet, ihr daher komple- 
mentär angepaßt ist. Die komplementäre Struktur 
ermöglicht es, daß Antigen und homologer Antikörper 
in Lösungen einander sehr nahe kommen können und 
einander daher mit viel größerer Kraft anziehen als 
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Makromoleküle, die nicht derartig aneinander ange- 
paßt sind. Wir finden im allgemeinen, daß die An- 
ziehung einer Änderung der freien Energie um etwa 
8 bis 10 kcal/Mol entspricht [22]. 

Ich möchte nun nochmals auf die ‚template 
theory zurückkommen. Man kann an Stelle des 
positiven Kopiervorganges auch an eine Art negativen 
Kopierens denken. Die Mehrzahl der Biologen zieht 
derzeit eine solche Anschauung vor. Der Hauptgrund 
dafür ist die Erkenntnis, daß Eiweißbildung wie alle 
anderen Stoffwechselprozesse unter genetischer Kon- 
trolle steht und daß genetische Merkmale vor allem 
durch Desoxyribonukleinsäure bestimmt werden. Nun 
enthält die Desoxyribonukleinsäure nur vier ver- 
schiedene Nukleotide. Es ist klar, daß diese nicht die 
spezifische Anordnung von etwa 20 verschiedenen 
Aminosäuren in der Peptidkette bestimmen können. 
Man kann diese Schwierigkeit umgehen, indem man 
annimmt, daß die dirigierende Wirkung nicht von 
einzelnen Nukleotiden ausgeht, sondern von Triaden, 
deren jede durch drei benachbarte Nukleotide gebildet 
wird, z. B. durch AGC (A = Adenylsäure, G = Guanyl- 
säure, C = Cytidylsäuve), ACG, AGG usw. [23]. Dies 
kann einen Chemiker kaum befriedigen, denn wir 
können keinen Zusammenhang zwischen Trinukleotid- 
struktur und der so ganz verschiedenen Struktur der 
Aminosäuren finden. 

Die Anhänger der Theorie, daß Nukleinsäuren als 
Matrix für Proteinbildung wirken, gründen ihre An- 
schauung vor allem darauf, daß das transformierende 
Prinzip der Pneumokokken aus reiner Desoxyribo- 
nukleinsäure besteht und daß auch die Bildung von 
Virusarten oder Bakteriophagen in ihren Wirtsorga- 
nismen durch die reinen Nukleinsäuren des Virus oder 
des Bakteriophagen ausgelöst werden kann, nicht 
durch das reine Protein. Derzeit kann niemand die 
Gegenwart einiger weniger Proteinmoleküle in den 
Nukleinsäuren der transformierenden Substanzen aus- 
schließen. Es scheint sogar, daß kleine Mengen eines 
Enzyms, also eines Proteins, in der ersten Phase des 
Eindringens eines Virus in die Bakterienzelle nötig 
sind. Deshalb ziehe ich die ursprüngliche ‚template 
theory‘ noch immer vor. Ich möchte sie nur insofern 
ergänzen, als die Nukleinsäure, die als Träger des 
Proteinfilmes wirkt, vermutlich sich selbst auch repro- 
duzieren kann, vielleicht in der von Watson und 
Crick [24] vorgeschlagenen Art. Wir hätten es danach 
mit gleichzeitiger Proteinneubildung und Nuklein- 
säureneubildung zu tun oder mit der Neubildung von 
Nukleoproteinen. In manchen Fällen mag Eiweiß- 
bildung überwiegen, in anderen Nukleinsäurebildung. 

Ich komme nun wieder auf das Problem der Anti- 
körperbildung zurück. Ich habe oben erwähnt, daß 
das Antigenmolekül oder sein determinantes Fragment 
in die zweite Phase der Proteinbildung eingreift, in 
den Faltungsvorgang. Wenn dem so ist, kann Anti- 
körperbildung nur so lange erfolgen, wie Antigenmole- 
küle in den antikörperbildenden Zellen vorhanden 
sind. Nun wissen wir, daß Antikörperbildung oft 
jahrelang fortdauert. Es ist jedoch schwer, sich vorzu- 
stellen, daß Proteinantigene oder Kohlenhydratanti- 
gene im Organismus viele Monate oder Jahre unver- 
ändert bleiben könnten. Viele Immunologen sind der 
Ansicht, daß das nicht möglich ist. Es ist dann not- 
wendig, Antikörperbildung in Abwesenheit des Anti- 
gens anzunehmen. 


BuRNET [25] und JERNE [26] haben EHRLICHs An- 
schauung über präformierte Rezeptoren in einer neuen 
Form übernommen. Sie glauben, daß jede antikörper- 
bildende Zelle prädestiniert ist, nur einen einzigen 
Antikörper zu erzeugen. Es ist sehr schwer, diese An- 
schauung mit der Bildung von Antikörpern gegen 
Azophenylarsonsäuregruppen und gegen andere syn- 
thetische Produkte in Einklang zu bringen. Es wäre 
viel einfacher, die lange Dauer der Antikörperbildung 
einem ebenso langen Verbleiben des Antigens im Ge- 
webe zuzuschreiben. 

Für die Pneumokokken-Polysaccharide hat FEL- 
TON [27] lange Persistenz nachgewiesen. Wir haben 
in den letzten Jahren die Verbleibsdauer von Protein- 
antigenen im Körper untersucht. Anfangs injizierten 
wir Proteine, die äußerlich durch 13! Jod markiert 
waren, später Azoproteine die durch Kupplung mit 
diazotierter *5S-Sulfanilsiure oder !4C-Anthranilsäure 
erhalten wurden [28]. Wir fanden noch nach neun 
Monaten in den injizierten Kaninchen Radioaktivität 
in der Leber, Milz und anderen retikulo-endothelialen 
Organen. Die Hauptmenge der Antigene fand sich in 
der Mitochondrienfraktion der Organ-Homogenate. 
Autoradiogramme zeigten, daß das Antigen im Zyto- 
plasma lokalisiert war, nicht in den Zellkernen. Auch 
in den antikörperbildenden Plasmazellen fanden wir 
Antigen. Rechnet man die Radioaktivität der Organe 
auf zurückgehaltenes Antigen um, so findet man in 
der Leber etwa 10 bis 15 ug, entsprechend einigen 
hundert Antigenmolekiilen pro Leberzelle. Es muß 
betont werden, daß in diesen Versuchen die deter- 
minante Gruppe des Antigens markiert war. Wenn wir 
den Eiweißträger mit radioaktiven Aminosäuren mar- 
kierten, fanden wir noch viel größere Verweilszeiten. 
Es stellte sich jedoch bald heraus, daß dies der Wieder- 
verwendung der radioaktiven Aminosäuren, ihrem 
Wiedereinbau in die Gewebseiweißkörper zuzuschrei- 
ben ist [13], [14]. Deshalb sind diese Versuche für 
unsere Zwecke nicht brauchbar. 

Sind etwa hundert Antigenfragmente pro Zelle 
genügend, um Antikörperbildung zu erklären? Wir 
wissen, daß wenige Penizillin-Moleküle pro Zelle ge- 
nügen, um die Bildung von Penizillinase zu indu- 
zieren [29]. Deshalb mögen auch einige hundert Anti- 
genmoleküle genügen, um Antikörperbildung hervor- 
zurufen. Unser Befund, daß Proteinantigene lange 
Zeit im Organismus verbleiben, ist kein endgültiger 
Beweis dafür, daß Gegenwart des Antigens für die 
Bildung von Antikörpern nötig ist. Viele Immunolo- 
gen ziehen es weiter vor, von einem „antikörper- 
bildenden Mechanismus‘ zu sprechen, der nach Elimi- 
nierung der gesamten Antigene in der Zelle verbleibt 
und weiter Antikörper bildet. Es ist jedoch kaum 
möglich, dies in die Sprache der Chemie zu übersetzen 
und sich eine Vorstellung. davon zu machen, wie ein 
komplementär gebautes Antikörpermolekül in Ab- 
wesenheit von Antigenmolekülen oder Antigenfrag- 
menten gebildet werden sollte. 

Ich bin am Schlusse meiner Ausführungen. Ich 
habe versucht, ein Bild vom heutigen Stande eines der 
Grundprobleme der Biologie zu geben, dem Problem 
der Proteinsynthese in vivo. Wie sie gesehen haben 
werden, bestehen noch große Lücken in unserem Wis- 
sen. Ich habe versucht, sie durch Hypothesen zu über- 
brücken. Sie haben keinen anderen Zweck, als Weiter- 
arbeit zu ermöglichen. Die Zukunft wird lehren, ob 
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Experimentalarbeit diese Arbeitshypothesen bestätigt, 
oder ob sie durch andere Anschauungen ersetzt werden 
müssen. 
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Pheromone 
Ein Nomenklaturvorschlag fiir eine Wirkstoffklasse 


Von P. Kartson, München, und M. LÜSCHER, Bern 


In den letzten Jahrzehnten sind verschiedene Wirk- 
stoffe untersucht worden, die in manchem den Hor- 
monen ähneln, aber nicht zu den Hormonen gezählt 
werden können. Der Sexuallockstoff eines Schmetter- 
lings z.B. wird wie ein Hormon von bestimmten 
Drüsen produziert und sezerniert; geringste Mengen 
bewirken am Erfolgsorgan (der Antenne des Männ- 
chens) eine bestimmte Reaktion, die schließlich zur 
Kopulationsbereitschaft führt. Im Gegensatz zu den 
Hormonen wird der Stoff jedoch nicht ins Blut, 
sondern nach außen abgegeben; er dient nicht der 
humoralen Korrelation innerhalb des Organismus, 
sondern vermittelt zwischen den Individuen. 

Zurückgreifend auf die ursprüngliche Definition 
STARLINGS, hat A. BETHE [J] solche Stoffe ,,Ekto- 
hormone‘“ genannt; der Name ist von manchen Auto- 
ren gebraucht, von anderen abgelehnt worden. Heute 
werden die Hormone meist als Produkte innersekreto- 
rischer Drüsen definiert, und es erscheint zweck- 
mäßiger, für die zur Diskussion stehenden Stoffe einen 
neuen Begriff zu prägen und zu definieren, anstatt den 
Hormonbegriff so weit auszudehnen und damit zu 
verwässern. _ 

Wir schlagen deshalb die Bezeichnung ‚‚Phero- 
mone“ für diese Gruppe von Wirkstoffen vor. Der 
Name ist abgeleitet vom griechischen ‚‚pherein‘ = über- 
tragen und „horman‘ = erregen, anregen. Die Phero- 
mone sollen definiert sein als Stoffe, die von einem 
Individuum nach außen sezerniert werden, von einem 
zweiten Individuum der gleichen Art aufgenommen 
werden und dort eine spezifische Reaktion, z.B. ein 
bestimmtes Verhalten oder eine entwicklungsphysio- 
logische Determination auslösen. Das Prinzip der 
Wirkung kleinster Mengen gilt auch hier. Die Phero- 
mone, Botenstoffe zwischen den Individuen, treten 
damit als gleichberechtigte Gruppe neben die Hor- 
mone, die Gamone und Termone. 

Mit der Aussage, daß Pheromone auf Individuen 
der gleichen Art wirken, wollen wir sie gegen andere 
Reizstoffe, wie Fraßlockstoffe, Blütendüfte, Kampf- 


stoffe oder ,,Insect repellents‘ abgrenzen, die BETHE 
zu den Ektohormonen rechnete. Im iibrigen ist strenge 
Artspezifität der Wirkung nicht verlangt; gewisse 
Überschneidungen zwischen nahe verwandten Arten 
mögen vorkommen. 

Die Art der Aufnahme durch das Empfänger- 
Individuum ist in verschiedener Weise möglich. In 
einer demnächst erscheinenden Zusammenfassung [2] 
wird zwischen olfaktorisch wirkenden und oral wirken- 
den Pheromonen unterschieden. Die ersteren, die oft 
über beträchtliche Entfernung wirken, werden von 
Chemorezeptoren aufgenommen; von dort geht eine 
Nervenerregung zum Zentralnervensystem. Wird da- 
durch ein bestimmtes Verhalten ausgelöst, so würde die 
Verhaltensforschung das betreffende Pheromon in die 
Kategorie der ,,Auslésereize“ einordnen. Die Ein- 
führung des Begriffs ist deshalb kritisiert worden [3]. 
Wir halten es aus biologischen und biochemischen 
Gründen dennoch für sinnvoll, die Pheromone als 
spezielle Botenstoffe abzugrenzen von anderen chemi- 
schen Auslösereizen wie Futterdüfte u.a. sowie von 
den optischen, akustischen usw. Auslösern. Es scheint 
uns ein grunsätzlicher Unterschied zu sein, ob ein 
Organismus auf bestimmte Reize der Umwelt reagiert 
oder sich ein Verständigungsmittel dieser Art schafft. 
Sowohl für die biochemische wie für die ökologische 
Forschung dürfte eine klare Definition der Pheromone 
und ihrer spezifischen Wirkung im Einzelfall von 
Bedeutung sein. 

Welche Stoffe gehören nun zu den Pheromonen ? 
Besonders gut untersucht sind die Pheromone der 
Insekten [2]. Die Königinsubstanz der Bienen [4] und 
die der Ameisen [5] informiert die Kolonie über die 
Anwesenheit der Königin; ihr Mangel löst bestimmte 
Verhaltensformen und die Entwicklung der Ovarien 
bei den Arbeiterinnen aus. Sie wirken per os, ebenso 
die Wirkstoffe der Termiten-Geschlechtstiere, die die 
Entstehung von Ersatzgeschlechtstieren verhindern 
[6]. Sollte sich die Annahme bestätigen, daß im 
Weiselzellenfuttersaft (Royal Jelly, Gel&e royale) ein 
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spezifischer, inden Pharyngealdrüsen der Ammenbienen 
gebildeter Determinationsstoff enthalten ist, so wäre 
dies gleichfalls ein Pheromon. Daß gerade bei den 
sozialen Insekten viele Pheromone vorkommen, ist 
nicht verwunderlich, denn diese Stoffe stehen ja im 
Dienst des sozialen Verhaltens der Tiere. 

Die Sexuallockstoffe der Schmetterlinge [7], [8], 
der Schaben [9] und anderer Insekten sowie die 
Markierungsdürfte der Hymenopteren [70], [17] wir- 
ken olfaktorisch. Dieser Gruppe wären noch hinzuzu- 
rechnen die Sexuallockstoffe der Crustaceen [12], der 
Schreckstoff der Elritzen [13] und schließlich wahr- 
scheinlich auch die Teritorienmarkierungsstoffe der 
Raubtiere, obwohl hier manches noch ungeklärt ist. 

Die per os aufgenommenen Pheromone können auf 
zwei verschiedenen Wegen zur Wirkung gelangen. 
Erstens können sie sensorisch über den Geschmacks- 
sinn wahrgenommen werden, womit die Analogie zur 
Gruppe der ,,olfaktorischen Pheromone“ vollkommen 
ist. Die Königinsubstanz der Bienen scheint in dieser 
Weise zu wirken (BUTLER, Privatmitteilung). Zwei- 
tens besteht die Möglichkeit, daß ein Pheromon im 
Magen-Darm-Trakt resorbiert wird und über den Blut- 
kreislauf seine spezifische Wirkung entfaltet. Bisher 
ist dieser Wirkungsweg noch an keinem Beispiel ex- 
perimentell nachgewiesen; wir halten es deshalb für 
wenig sinnvoll oder zumindest für verfrüht, jetzt schon 
eine begriffliche und definitorische Trennung in zwei 
Gruppen (etwa sensorisch wirkende ‚‚Pheromone‘ und 
über die Blutbahn wirkende ‚Telemone‘) vorzu- 
nehmen. Chemorezeption (im Prinzip gleichfalls ein 
biochemischer Vorgang) undHormonwirkung brauchen 
keine Gegensätze zu sein ; es gibt zahlreiche Beispiele 


dafür, daß äußere Sinnesreize oder innere Erregungs- 
situationen Hormonausschüttung bewirken und Hor- 
mone Stimmungen oder Verhaltensformen (Nestbau, 
Mutterinstinkte) auslösen. Überdies ist die Entschei- 
dung zwischen sensorischer und humoraler Wirkung 
experimentell nicht leicht zu treffen und darum eine 
klare Einordnung oft gar nicht möglich. 

Wir sind zahlreichen Fachkollegen für die Dis- 
kussion unserer Vorschläge zu Dank verpflichtet. Der 
oben gegebenen Definition haben die Herren A. Bu- 
TENANDT, Miinchen; C. G. BUTLER, Rothamsted; D. 
B. CARLISLE, Plymouth; R. CHAuVIN, Bures-sur- Yvet- 
te; P. T. HASKELL, London; B. KULLENBERG, Uppsala; 
D. SCHNEIDER, München; R. STUMPER, Luxemburg, 
zugestimmt. Wir legen sie hiermit der Offentlichkeit 
vor und hoffen, daß sich der Begriff ,, Pheromone“ an 
der Erfahrung bewähren wird. 
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Für die Kurzen Originalmitteilungen sind ausschließlich die Verfasser verantwortlich 


Näherungsformeln für die elektrostatische Energie 
einer Raumladung 

Die elektrostatische Energie einer Raumladung — z.B. 
einer Raumladungswolke in einem Entladungsgefäß oder einer 
aus gleichnamigen Ladungen bestehenden Anordnung im 
Raume über der Erde — scheint nicht leicht berechenbar zu 
sein, da man meist keine Anhaltspunkte für die dabei benötig- 
ten Daten haben wird. Sowohl wenn die Raumladungen als 
Störungen auftreten als auch wenn sie technisch genutzt 
werden, z. B. zur Schwingungserzeugung nach BARKHAUSEN 
und Kurz, kann die Kenntnis der Energie einer Raumladung 
von Interesse sein. 

Im Zuge der Berechnung der Energie endlicher Stücke von 
Kristallgittern — insbesondere ihrer elektrostatischen Gitter- 
energie — wurden vom Verfasser auch einzelne Berechnungen 
der Energie von Bereichen gleichnamiger Ladungsanordnungen 
durchgeführt. Dabei zeigt sich, daß die Energie ® nur relativ 
wenig von der äußeren Gestalt des Bereichs abhängt, z. B. 
für würfelförmige Gitterstücke nur etwa 2% kleiner ist als 
für kugelförmige; wenn e die Größe der in den einzelnen Gitter- 
punkten angeordneten Ladungen, a die Gitterkonstante und 
N die Anzahl der Ladungen bedeutet, erhält man asymptotisch 
für große N für die Energie (das Selbstpotential) 

&~uU * ni, (1) 
a 

U ist ein auBer vom Kristalltyp auch von der Gestalt des 
Bereiches abhängiger Parameter, nämlich für würfelförmige 
Stücke eines kubischen Gitters Ug; = 0,9411%) und für kugel- 
förmige Stücke eines kubischen Gitters Ug = 0,967 = 
(6/5) 2/61»), vermutlich der größte Wert, der für kubische 
Gitter überhaupt vorkommen kann. 

Für ein tetraedrisches Stück eines Gitters bei tetraedri- 
scher dichtester Kugelpackung ergaben Berechnungen?), die 


im letzten Sommer im Berufspraktikum an der Universität 
Greifswald durchgeführt wurden, 


Uz = 1,00. 


Die geringe Abhängigkeit dieses Beiwertes U von der 
Gestalt der Raumladung und vom Gittertyp berechtigen dazu, 
Gl. (1) näherungsweise auch anzuwenden, wenn die Gestalt 
und der Gittertyp nicht genau bekannt sind oder — wie es 
bei Anwendungen der Fall sein dürfte — bei Ladungsanord- 
nungen, die nicht genau einem Gitter gleichkommen. Daß 
dabei der Faktor U nahe bei 1 liegt, erhöht die Handlichkeit 
der Gl. (1) für näherungsweise Berechnung oder Abschätzung. 

Mit der Gesamtladung E = eN ergibt sich — wiederum 
asymptotisch für eine große Anzahl N der Ladungen — für 
dieses Selbstpotential die weitere Darstellung 

E2 
ek * fe (2) 
wenn d bei einer kugelförmigen Ladungsanordnung der Durch- 
messer dieser Kugel und sonst ein geeignet definierter mittlerer 
Durchmesser ist, z. B. so, daB der Raumladungsbereich gleiches 
Volumen aufweist wie eine Kugel vom Durchmesser d. 

Bei einem kugelférmigen Stiick eines kubischen Gitters 
ist % = 5/6, bei einem würfelförmigen Stück eines kubischen 
Gitters @=6/7 und bei einem tetraederförmigen Bereich 
einer Anordnung in tetraedrischer dichtester Kugelpackung 
d= 10/11. 

Die Energie einer Raumladung ist danach also gleich der 
Energie einer Anordnung von zwei Ladungen, die je gleich 
der Gesamtladung der Raumladung sind und sich in einem 
Abstand wenig kleiner als der ‚Durchmesser‘ der Raum- 
ladungswolke befinden, nämlich im Abstand #d. 

Die Größe des Abstandes der einzelnen Ladungen von- 
einander (Gitterkonstante a) und die Größe der Einzelladungen 
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e bzw. deren Anzahl N — also die Größen, deren Kenntnis 
eventuell Schwierigkeiten bereiten dürfte — treten bei dieser 
asymptotischen Näherung nicht mehr auf. 
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tuts der Universität, Greifswald 
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Rotationsanalyse ultravioletter Zinnoxydbanden 


Ein in der Luft brennender Zinnbogen liefert viele Banden, 
die sich vom Blauen bis ins Ultraviolette erstrecken. MAHANTI!) 
hat diese Banden in drei verschiedene Systeme eingeordnet. 
Eine Rotationsanalyse des intensivsten Bandensystemes mit 
der 0,0-Bande bei 3388 A wurde später von MAHANTI und 
SEN Gupta?) veröffentlicht; sie behaupteten, daß die Banden 
zu einem1L-1X-Übergang gehören. Ein genaues Studium dieser 
Arbeit zeigt jedoch, daß die Übereinstimmung der Kombi- 
nationsdifferenzen nicht gut ist, und dies weist deutlich darauf 
hin, daß die Analyse unrichtig sein muß. 

Um eine neue Analyse durchführen zu können, haben wir 
die Banden mit einem Woodschen Konkavgitter in erster und 
zweiter Ordnung aufgenommen. Als Lichtquelle benutzten 
wir einen in Sauerstoff brennenden Bogen zwischen Kupfer- 
elektroden, von welchen die untere zylinderförmig und mit 
Zinn gefüllt war. Die 0,1-, 0,0- und 1,0-Banden sind analysiert 
worden. Aus der Analyse geht hervor, daß die Banden einem 
1IIAX-Übergang und nicht einem 1F-1X-Übergang angehören. 
Unsere Rotationsanalyse wurde durch Entdeckung von Stö- 
rungen in dem oberen Zustand erleichtert und bestätigt. Die 
stärksten Störungen sind durch Wechselwirkung zwischen 
diesem Zustand und einem störenden ‘J7-Zustand hervorge- 
rufen. Die von uns errechneten Molekularkonstanten für das 
Isotop Sn!” sind approximativ: 


Bo = 0,3133, Bi = 0,3108, D’ x 0,4:10°°cmi, r,= 1,950 Ä 
Bo = 0,3551, BY= 0,3528, D’= 0,29: 10°"°cmT, r/=1,832Ä. 


Eigentümlicherweise differieren die hier errechneten Kon- 
stanten nicht sehr mit denen in MAHANTIs Arbeit angegebenen. 
Das Ergebnis dieser neuen Untersuchung wird ausführlicher 
später im Arkiv för Fysik veröffentlicht werden. 


Physikalisches Institut der Universität, Stockholm 
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Kobaltfreie Ferrite mit Perminvarschleife 


Fast alle metallischen Perminvare und die meisten Per- 
minvarferrite, über die bisher berichtet worden ist!?), 2), 34), 
enthalten Kobalt. Analog den Eisen-Nickel-Legierungen mit 
60 bis 80% Nickel (Permalloy), die typische Perminvar- 
schleifen haben‘), wurden aber neuerdings auch an kobalt- 
freien Ferriten eingeschnürte Hystereseschleifen gefunden. Es 
handelte sich dabei einmal um einen Einkristall aus Mangan- 
ferrit, dessen Perminvareffekt allerdings bei Raumtemperatur 
schon durch ein schwaches Meßfeld in Sekundenschnelle zerstört 
wurde°). Ferner erwähnte LECROEL, ohne Angabe weiterer 
magnetischer Werte, erstmalig kobaltfreie polykristalline 
Mangan-Ferrit-Perminvare®). 

Bei den kobaltfreien Ferriten entstehen deutlich einge- 
schnürte Hystereseschleifen nur dann, wenn ein genügend 
hoher Eisenüberschuß vorhanden ist [s. auch ®)] und sich ein 
Mischferrit mit einem hohen Prozentsatz Ferro-Ferrit bildet. 
Letzteres kann durch die spezielle Herstellungsmethode er- 
reicht werden. Nach LECROEL liegt der Prozentsatz Fe,O, im 
ursprünglichen Oxydgemisch, der bei Mangan-Ferriten zum 
Perminvareffekt führt, bei etwa 60 Mol-%. 

Von uns hergestellte polykristalline Mangan-Zink-Per- 
minvare enthielten mindestens 56 Mol-% Fe,O,. Der Permin- 
vareffekt dieser Ferrite ist bei 20° C weitgehend stabil gegen 
magnetische Felder, sofern sie die Offnungsfeldstarke!) nicht 
um ein Vielfaches überschreiten. Diese beträgt 0,5... 1 Oe; 


sie ist größer als die des erwähnten Einkristalls, der eine Öff- 
nungsfeldstärke von etwa 10...15 mOe hatte. Besonders 
bemerkenswert ist, daß die Öffnungsinduktion — das Produkt 
aus (relativer) Anfangspermeabilität und Öffnungsfeldstärke — 
über 500 Gauß beträgt; sie ist also größer als die aller bisher 
bekannten Perminvarferrite!®). Die Anfangspermeabilität u, 
liegt bei 300... 1000; sie übertrifft die der kobalthaltigen 
Permivarferrite [4, < 200'®)] und die der übrigen kobalt- 
freien Perminvarferrite [u, = 200 ... 3005), *)]. Die relativen 
Jordanschen Hysteresebeiwerte h/u% = 0,05 ... 0,2: 10°? cm/kA 
sind kleiner als die der kobalthaltigen Perminvare [h/uz = 
1... 5 + 1073 cm/kA!b)]. 

Es war schon früher vermutet worden, daß ein perminvar- 
ähnlicher Effekt für die geringen Hystereseverluste von 
Mangan-Zink-Ferriten verantwortlich ist; besonders da bei 
ihnen häufig ein feldunabhängiger Permeabilitätsbereich be- 
obachtet werden konnte®®»), ?®), Bemerkenswert ist in diesem 
Zusammenhang, daß die Manganferrite wie die kobalthaltigen 
Ferrite ein anomales Maximum in den Permeabilität-Tempe- 
raturkurven aufweisen. Die Perminvarschleifen treten ebenfalls 
nur im Temperaturbereich oberhalb des Maximums auf?®), 7°). 
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Gleichzeitige Bestimmung , von Teilchengröße 
und Magnetisierung im Angström-Bereich 
durch Messung des Kollektivpar ti 





(Ein Beitrag zur Teilchengrößenfunktion der spontanen 
Magnetisierung) 


Die Bestimmung der Teilchengröße sehr kleiner, spontan 
magnetisierter Bereiche (<10A bis ~100 A), deren Volu- 
men v und deren spontane Magnetisierung J,, unter anderem 
für das Problem der Ausscheidungshärtung übersättigter 
Mischkristalle wie für die Katalysatorforschung von besonde- 
rem Interesse ist, gelingt aus dem Kollektivparamagnetismus 
dieser Bereiche nach zwei verschiedenen Verfahren unter An- 
wendung des Curieschen Gesetzes!*) bzw. nach der Argument- 
methode!*). Beide Verfahren setzen für sich die Kenntnis 
der spontanen Magnetisierung /;p voraus, die unterhalb 
etwa 30 Atomlagen sehr steil abfällt und deren Teilchen- 
größenfunktion bisher nur für die „dünne Schicht‘ durch 
theoretische Untersuchungen nach der Spinwellenmethode?) 
wie durch korrigierende experimentelle Untersuchungen?) 
bekannt ist. Für nichtflächenförmige Bereiche gelten diese 
Beziehungen aber mit Sicherheit nicht®). Es bedeutet daher 
eine Lösung dieser Schwierigkeit, daß sich durch Kombination 
der Gleichungen für die Bestimmung des Teilchenvolumens v 
nach dem Curieschen Gesetz (1) und nach der Argument- 
methode (2) 


Isp-v Hq 


I . 
ah ae 
21= 555 (1) ET 


=C, 2 
ar (2) 
Isp und v gleichzeitig berechnen lassen. Hierbei bedeuten: 
4 = Massensuszeptibilität der Bereiche im geradlinigen Teil 
der Langevin-Funktion. o = Dichte der Bereiche. k = Boltz- 
mannsche Konstante. T = Absolute Temperatur. Hg = Ma- 
gnetische Feldstärke, bei der die Abweichung von der Anfangs- 
geraden der Langevin-Funktion einen bestimmten Wert, 
z.B. Ay/gx= — 0,20, erreicht. C = Zu dem definierten Ay/x- 
Wert gehörender Argumentbetrag der Langevin-Funktion. 
Für Ax/x= — 0,20 ist C = 2,03. 
Es wird dann 
oe ae 1. = 3¢%Ha 
are Se = 








66 Kurze Originalmitteilungen 


Die Natur- 
wissenschaften 





Voraussetzung für die Anwendbarkeit von (2) ist Js) J, daß 
also J nicht wesentlich mit H ansteigt, was bei tiefen Tempera- 
turen in manchen Fällen nicht erfüllt ist!*), wenn nämlich 
wie bei Co die Kristallenergie groß und stark anisotrop ist. 
Dagegen können die Bereiche frei (Pulver, Aerosole) oder 
kohärent oder inkohärent in einem Kristallgitter liegen (Aus- 
scheidung). x muß wegen (2) (definiertes H) mittels einer 
Differentialgleichungsmethode®), zweckmäßig mittels der 
Differentialgleichungsvariante der Felddifferenzmethode!),!), 
gemessen werden. 

Das bei 20°C aufgenommene x-1/H-Diagramm (Fig. 1) 
einer heterogenen Cu-Co-Legierung, entstanden durch Ent- 
mischung eines 0,82 Gew.-% Co enthaltenden Cu-Co-Misch- 
kristalls bis zum Gleichgewicht bei 475° C (0,14 Gew.-% Co 
verbleiben dabei im Cu-Gitter), zeigt den 1/H-Wert für die 
relative Abweichung A x/x = — 0,20 von der Horizontalen, die 


kunde 45, 137 (1954). — °) Kreın, M.J., u. R.S. Smiru: Physic. 
Rev. 79, 214 (1950). — ?) CRITTENDEN, E.C., u. R.W. HOFFMANN: 
Rev. Mod. Physics 25, 310 (1953). — *) Knappwost, A., u. A. ILLEN- 
BERGER: Naturwiss. 45, 238 (1958). — °) KrLEmam, W.: Magneto- 
chemie Leipzig 1936. 


Nickel-Einkristallkugeln mit reiner, unberiihrter Oberfläche 


Viele Untersuchungen an Festkörpern erfordern Kristalle, 
deren Oberfläche möglichst frei von Baufehlern und Fremd- 
schichten ist. Für Kupfer, Silber, Gold und Blei konnten 
solche Kristalle erhalten werden durch asymmetrisches Ab- 
kühlen eines Schmelztropfens im Hochvakuum!). Als Träger 
und Heizelement dienten dabei stromdurchflossene Bänder 
von Wolfram oder Molybdän. Die Oberflächen solcher Kri- 
stalle sind unberührt von jeder mechanischen oder chemischen 
Präparation; bei Experimenten mit diesen Kristallen zeigt ihre 

Kugelform in einem einzigen Versuch das Geschehen 
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auf allen Kristallflachen. Solche Kristalle bewährten 





:0°cm’g! 
100\- . 


i. | 
| 
| 
40 Hi 
| 
| 
I 
| 
| 
4 


20 





0 | 


sich für die Elektronenbeugung bei hohen Tempera- 
turen?) und beim Studium des Beginns von Anlauf- 
vorgängen?). 

Diese Herstellungsmethode wurde nun auch für 
Metalle angewendet, die mit Wolfram und Molybdän 
Legierungen bilden. Dazu wurde auf das Trägerband 
eine Schicht von hoch schmelzendem Metalloxyd auf- 
gebracht. Diese Schicht muß die Berührung von Schmelze 
und Trägerband verhindern, andererseits muß sie so 
dünn sein, daß der für die asymmetrische Erstarrung 
erforderliche Temperaturgradient vom Trägerband durch 
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Fig. 1. Massensuszeptibilität bei 20°C von in Zerfall begriffenen Kupfer- 
Kobalt-Mischkristallen mit 0,68 Gew.- % spontan magnetisierter Co-Bereiche 
Abszisse: Reziproke MeBfeldstarkensumme. Die 

0,20 von der Horizontalen definiert einen 


von 25,3 Ä Ausdehnung. 
relative Abweichung 4Ax/x 
Argumentbetrag C der LangevinFunktion [vgl. Gl. (2)] 


der Anfangsgeraden der Langevin-Funktion entspricht. x 
wurde mittels der Gleichung für die Felddifferenzmethode 
ermittelt: 

ym 


2! 


(Hinax — H3) (5) 


(K = Kraft, m = Masse der Probe, / = Länge der zylindri- 
schen Probe) und dann auf die Masse der magnetischen Be- 
reiche zur Anwendung von Gl. (3) und (4) umgerechnet. Die 
Bedingung Hmax — Hs IH<Hpmax (Differentialgleichungs- 
variante) war in diesem Falle nicht hinreichend erfüllt (A max 
2H,). Für Hg wurde daher der Mittelwert von Hmax und 
3 (Hmax + H,) eingesetzt, da sich die Kräfte wesentlich in der 
Nähe von H max aufsummieren. 

Gl. (3) und (4) liefern dann für das Volumen eines magneti- 
sierten Bereichs 

v = 16144 AS, 


entsprechend einer kubischen Äquivalentkantenlänge 


d=25,3A und I.) = 949 Gauss. 
Etwa diesen Wert gewinnt man auch durch Extrapolation 
der Kurve von Fig. 1 auf 0 mittels einer friiher abgeleiteten 
Gleichung für die Ausschaltung ferromagnetischer Bereiche! 4). 

Mit diesem Nachweis des starken Abfalls von Isp) gegen- 
über dem Wert für große Atomlagenzahlen (Ip ~ 1200 Gauss) 
muß die Hoffnung auf die Gültigkeit der Weiss-Kurve, auch 
für extrem kleine kubische Bereiche, die durch die über- 
raschende Gültigkeit des Curieschen Gesetzes über einen 
großen Temperaturbereich (schwach) genährt wurde, auf- 
gegeben werden. Wir wissen jetzt, daß die der Weiss-Kurve 
entsprechenden Kurven Isp/Ispoo=/(7/T,) (T,= Curie-Tem- 
peratur) für kubische Teilchen im Gegensatz zu Plättchen 
zwar über einen weiten Bereich horizontal verlaufen, daß sie 
aber um so tiefer unter der Horizontalen /sp//spoo = 1 liegen, 
je kleiner die Teilchengröße ist. 

Das neue Verfahren wird zur Zeit zur Aufnahme der ganzen 
noch unbekannten Teilchengrößenfunktion von J) an ku- 
bischen Bereichen benutzt. 


Tübingen, Physikalisch-Chemisches Institut der Universität 
ADOLF KNAPPWOST 
Eingegangen am 22. Oktober 1958 


1) Knappwost, A.: Z. Elektrochem. a) (im Druck); b) 61, 1328 
(1957). — c) Z. physik. Chem., N.F. 12, 1 (1957). — d) Z. Metall- 
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3% die Schicht hindurchtritt. Zur Herstellung von Nickel- 
kristallen bewährten sich: 1. Auf das Trägerband gelegte 
Plättchen aus Sinterkorund (Degussit) von 0,8 mm 
Dicke. Sie waren in der Auflagestelle des Schmelz- 
tropfens dünner geschliffen. — 2. Aufgesinterte Schich- 
ten aus Al,O, (Qualität VT der Degussa). Das Material 
wurde in wäßriger Suspension dünn auf das Trägerblech 
gestrichen und mehrere Minuten im Hochvakuum bei 
etwa 1700° C getempert. Danach wurde ein zweiter Anstrich 
gemacht und ebenfalls getempert. — 3. Aufgesinterte Schich- 
ten aus BeO. Sie wurden nach dem gleichen Verfahren her- 
gestellt wie die Al,O,-Schichten. 

In den Metallen, aus denen Kristalle hergestellt werden 
sollen, ist mit einem gewissen Sauerstoffgehalt zu rechnen. 





Fig. 1. Elektronenbeugung an einer Nickel-Einkristallkugel 


Beim Schmelzen von Kupfer auf unbedecktem Wolfram oder 
Molybdän erfolgt eine Desoxydation durch Bildung von 
flüchtigem Oxyd mit dem Trägermetall. Bei der Schmelze 
auf oxydischen Zwischenschichten kann eine Reaktion 
zwischen dem Schichtoxyd und dem Oxyd des geschmolzenen 
Metalls erfolgen; auch dadurch wird eine Desoxydation der 
Metallschmelze möglich. 

Wird die Temperatur der Nickelschmelze zu rasch ge- 
senkt, so tritt eine Unterkühlung auf; der Tropfen erstarrt 
plötzlich unter Aufblitzen. Das Metall kann danach bis auf 
einen kleinen Rest wieder aufgeschmolzen werden. Es er- 
starrt beim abermaligen Absenken des Heizstroms zu einem 
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guten Kristall mit meist glatter Oberfläche. Fig. 1 zeigt das 
Beugungsbild von einem solchen Nickelkristall; es entstand 
durch Reflexion von 60 kV-Elektronen. Die scharfen Kikuchi- 
Linien erweisen die gute Qualität des Kristalls. Alle Laue- 
Punkte — auch in unmittelbarer Nähe des Primärflecks — 
gehören zum reinen Nickel; die Oberfläche ist also frei von 
Oxyd oder einer anderen kristailinen Verunreinigung. 

Auf BeO-Schichten wurden auf eine Anregung vonH. K6ni1G 
hin auch Permalloy-Kristalle hergestellt; über Modellierungen 
ihrer Oberfläche wird in anderem Zusammenhang berichtet 
werden. 

Oxydische Zwischenschichten eignen sich außerdem gut 
für die Verdampfung von Metallen, die mit Wolfram oder 
Molybdän legieren. 


Darmstadt, Physikalisches Institut der Technischen Hoch- 


schule E. MENZEL und M. OTTER 


Eingegangen am 30. Oktober 1958 


1) MEnzEL, E., W. StösseL u. M. OTTER: Z. Physik 142, 241 
(1955). — *) MEnzEL-KopP, CHr., u. E. MENZEL: Z. Physik 144, 
538 (1956). — 8%) z.B. MENzEL, E., W. StösseL u. CHR. MENZEL- 
Kopp: Z. Naturforsch. 12a, 404 (1957). 


Über die Bildung von Farbzentren im Quarz durch Elektrolyse 


Bei Versuchen, durch Quarzkristalle Metall hindurchzuelek- 
trolysieren, beobachteten DRESCHER-KADEN und BÖTTCHER!) 
das Auftreten einer bräunlichen Verfärbung, die von der Farbe 
des kolloidal eingewanderten Metalles abwich. Diese konnte 
als Rauchquarzfarbe identifiziert werden. Ein unveröffent- 
lichter Bericht der Autoren 
erwähnt, daß dieFärbung unter 
einem Loch der Goldanode ent- 
standen war. Bei unseren Ver- 
suchen zur Farbe des Quarzes 
griffen wir diese Beobachtung 
auf. 

Es wurden Quader von ver- 
schiedenen Quarzvorkommen 
zwischen reinsten Spektralkoh- 
len als Elektroden bei 760 bis 
1000° C und Feldstärken von 
200— 1200 V/cm mit Feld paral- 
lel der kristallographischen c- 
Achse unter einem Schutzgas 
elektrolysiert. Es ergab sich, 
daß ein Teil der untersuchten 
Quarze die Fähigkeit hat, 
sich ohne Einwanderung eines 
Fremdmetalles im elektrischen 
Feld zu färben. Am deutlich- 
sten sind die Erscheinungen, 
wenn die Kathode die ganze 
Fläche, die Anode aber nureinen 
Teil der Gegenfläche bedeckt. 

Bei Einschalten des elek- 
trischen Feldesnach Einstellung 
der Elektrolysentemperatur 
fließt ein Strom voneinigen mA, 
der nach etwa 1 min auf einige 
100 wA absinkt. Dabei beginnt 
von der Anode her eine dunkle 
Rauchquarzfärbung in den Kri- 
stall einzuwandern und breitet 
sich gegen die Kathode aus. 
Der anodenfreie Raum, d.h. 
der Raum im Kristall außer- 
halb der Projektion der Anode 
auf die Kathode parallel der 
c-Achse (Färbungsraum), färbt 
sich gleichmäßig an, während 
unter der Anode (Anodenraum) nach Durchwandern einer 
intensiven Farbfront eine schwache, meist parallel c streifige 
Färbung zurückbleibt (Fig. 1a—d). Zwischen Anoden- und 
Färbungsraum entsteht eine völlig farblose Zone (Hof), deren 
Breite spannungsabhangig ist. 

Jede Phase der Farbung bleibt nach Abschalten des 
Stromes bestehen. Die Farbung ist bis etwa 1000° C stabil, 
während natürliche und durch Bestrahlung erzeugte Rauch- 
quarzfarbe bei 250—300° C zerstört wird. Ein solcher elek- 
trisch verfärbter Kristall wird bei nachtraglicher y-Bestrah- 
lung nicht mehr dunkler gefärbt, insbesondere nimmt die 











Fig. 1. Elektrolyse eines Quarz- 
kristalles. Temperatur 920°C, 
Feld 600 V/cm. (Aufnahme: 
Münchberg und Kruckenberg.) 
a Nach 0,1, b nach 1,0, cnach 
7,5 und d nach 10,6 min 


farblose Hofzone überhaupt keine Rauchquarzfärbung durch 
Strahlung an. 

Beobachtungen, daß sich im Gegensatz hierzu Bereiche 
mit natürlicher Rauchquarzfärbung elektrolytisch wenig oder 
gar nicht färben, konnten durch folgenden Versuch bewiesen 
werden: Ein Rauchquarzlamellen nach (1011) enthaltender 
Quarzkristall wurde an den Lamellenrändern markiert, aus- 
geheizt (300° C) und y-bestrahlt. Die Lamellen traten an den 
ursprünglichen Stellen wieder auf (Fig. 2a). Darauf wurde ein 
Streifen des Kristalles elektrolytisch gefärbt (Fig. 2b). Jetzt 
blieben die ehemaligen Rauchlamellen ungefärbt, während die 
vorher farblosen Bereiche sich intensiv anfärbten. 

Damit ist gezeigt, daß es zwei verschiedene Arten von 
potentiellen Rauchquarzfarbzentren gibt: solche, die durch 
y-Strahlen (y-Zentren), und solche, die durch elektrischen 





Fig. 2a u.b. Lamellar gestreifter Rauchquarz. a Färbung durch 
y-Strahlen, b Färbung durch Elektrolyse. (Die Pfeile zeigen die 
Markierungskratzer) 


Strom (e-Zentren) färbbar sind. Nach der Bestrahlung bzw. der 
Elektrolyse geben sie praktisch die gleiche Absorptionskurve. 
Nur oder vorwiegend y-Zentren enthalten die in der Natur 
stark gefärbten Rauchquarze (Morion), während farblose 
Quarzkristalle, die sich nicht y-farben lassen, meist e-Zentren 
enthalten. In vielen Kristallen finden sich beide Zentrenarten 
nebeneinander, oft lagenweise angeordnet (Fig. 2a). 

Bereits 1949 stellten CEnovac und VEDENEEVA?) fest, daß 
natürliche Rauchquarzkristalle nach Elektrolyse zwischen 
Graphitelektroden — jedoch bei Temperaturen um 500° C — 
im Anodenraum die y-Verfärbbarkeit verloren hatten. Der 
anodenfreie Raum (Färbungsraum) war dagegen weiterhin 
y-färbbar geblieben. Die von uns beschriebenen Färbungs- 
erscheinungen traten bei dieser Temperatur nicht auf. Wäh- 
rend ein nur y-Zentren enthaltender, natürlicher Rauchquarz 
unmittelbar keine elektrolytische Verfärbbarkeit aufweist, er- 
langt er diese, wenn durch Elektrolyse nach CENCOVA-VEDE- 
NEEVA eine nicht y-farbbare Kristallzone erzeugt und dann 
anschlieBend mit Teilanode iiber 760° C elektrolysiert wird. 
Eine andere Möglichkeit, einen nur y-Zentren enthaltenden 
Kristall elektrisch zu färben, besteht darin, daß vor der 
Elektrolyse über 760° C kurzzeitig ein elektrisches Wechsel- 
feld (50 Hz) angelegt wird. Umgekehrt gelang es, einen farb- 
losen Quarz von Bahia, der praktisch keine y-Verfärbbarkeit 
aufwies, sich aber elektrisch sehr stark farbte (nur ¢-Zentren), 
durch reduzierendes Glühen bei 1000° C mittelstark y-farbbar 
zu machen. Versuche mit W. MUNCHBERG ergaben, daß auch 
bei thermisch entfärbten Amethystkristallen die Amethyst- 
farbe elektrolytisch wieder, und zwar thermisch stabil, hervor- 
gebracht werden kann. 

Als wirksames Farbzentrum möchten wir mit O’BRIEN 
und Pryce’) sowie Cencova‘) im Quarzgitter an Stelle eines 
[SiO,).]-Tetraeders ein [AlO,,,]-Tetraeder annehmen, wie es 
durch paramagnetische Resonanzmessungen von GRIFFITHS, 
OwEn und WARD?°) wahrscheinlich gemacht wurde. Dieser 
als Aktivator wirkende Komplex mußte ein Elektron auf- 
nehmen, um mit [SiO,/s] isoelektronisch zu werden. Wird das 
Elektron von einem benachbarten einwertigen Fremdion 
(z. B. Na) geliefert, das zugleich Haftstelle sein kann, so liegt 
das farblose, potentielle y-Zentrum vor, das in das Farb- 
zentrum [AlO,/s]g übergeht, wenn das Elektron nach Bestrah- 
lung im hochliegenden Niveau der Haftstelle gespeichert wird. 
Den optischen Absorptionsvorgang sehen wir im Übergang 
eines Elektrons vom Valenzband zum Aktivator. Durch 
Elektrolyse unter 760° C wird die Haftstelle soweit vom Akti- 
vator entfernt, daß das Elektron nicht mehr eingefangen 
werden kann; der Kristall ist nicht mehr strahlungsfärbbar. 
Oberhalb 760°C dürfte (defekt)elektronische Leitfähigkeit 
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über das Valenzband beginnen. Fehlt gleichzeitig, wie wir 
es für das e-Zentrum annehmen, die Haftstelle unmittelbar 
am Aktivator, so setzt unter der Wirkung des elektrischen 
Feldes ein spontaner Abtransport von Elektronen aus den 
e-Zentren ein, die damit in Farbzentren übergehen. Der 
Kristall färbt sich von der Anode aus (Fig. 1a—d). Die Ent- 
färbung im Anodenraum wie auch die Ladungskompensation 
dürfte durch Ionenleitungsvorgänge erfolgen. Diese Färbung 
ist nicht ausheizbar, da keine besetzten Haftstellen Elektronen 
wieder an die Farbzentren abgeben können. 

Herrn Prof. DRESCHER-KADEN danken wir für die Unter- 
stützung der Arbeit. 

Ausführliche Veröffentlichung erfolgt in der Zeitschrift für 
Kristallographie. 

Mineralogisch-Petrographisches Institut, Hamburg 

J. Lietz und M. R. HÄnıscH 
Eingegangen am 30. November 1958 


1) DRESCHER-KADEN, F.K., u. G. BOrtcner: Naturwiss. 42, 
341 (1955). — 2) Cencova, L. G., u. N. E. VEDENEEVA: Ber. Akad. 
Wiss. UdSSR. 68, 305 (1949). — °?) O’Brien, M., u. Pryce: Report 
of Bristol Conference on the defects in Crystalline Solids, S. 88. 
1954. — 4) Cencova, L. G.: Kristallografia 1, 484 (1956).— °) GRIF- 
FITHS, J., J. OWEN u. J. WARD: Report of Bristol Conference on the 
defects in Crystalline Solids, S. 81, 1954. 


Optische Aktivität und die Paritätsverletzung im ß-Zerfall 


Nach der experimentellen Bestätigung der Arbeiten 
von LEE und Yan!) durch Wu u.a.?) diskutierte der eine 
von uns?) die Frage nach dem Zusammenhang molekularer 
Asymmetrie (optischer Aktivität) mit der Asymmetrie ge- 
wisser Elementarpartikeln (Paritätsverletzung), die unter 
anderem für den Ursprung der optischen Aktivität in der 
Natur von Bedeutung sein könnte. Man kann einen Zu- 
sammenhang der beiden spiegelbildlichen Asymmetrien über 
die Bremsstrahlung annehmen und deren Asymmetrie für den 
photochemischen Energiebereich*) (10 bis 100 eV) mit einem 
Maximalwert von (R—L)/{R+L)= 1,41 + 10"—10"°?% er- 





rechnen. 
Der Wert ergibt sich aus der Gleichung 
BR. (Ey—W)+(E+ Eq + (me®)®) 
R+L hy-[(Eg — W) (E+ Eg + W) +hy-E)] + (Ey — W)+ (E+ Eq + (mc*)*) 


(Ey = Anfangsenergie des Elektrons in MeV; E = Ey—hv 
nach Bremsung; mc? = Ruheenergie des Elektrons; R und L = 
rechte und linke Strahlungskomponente; W = |/ E? — (mc*)?), 
die unter Anwendung der Heitler-Formel aus den von GoLD- 
HABER®) und McVoy®) entdeckten Gesetzen über die zirkulare 
Polarisation der Bremsstrahlung beim ß-Zerfall abgeleitet 
werden kann. 

Daß bereits hierdurch eine eindeutige, allerdings sehr 
kleine, der Natur innewohnende (intrinsic) Begünstigung einer 
der beiden Molekelformen vorliegt und statistisch gesehen den 
Ausschlag geben könnte, ist denkbar. Experimentell wurde 
zunächst ein anderer ‚direkter‘ Effekt über ein formales 
Prinzip (analog der Pauli-Symmetrie-Übertragung) %?) unter- 
sucht. 

Dieser verlangt einen 5-gliedrigen symmetrischen sp?- 
transition state, der in die beiden spiegelbildlichen sp3-For- 
men (vier verschiedene Liganden) mit gleicher Wahrschein- 
lichkeit umklappen soll und somit fähig sein könnte, eine ge- 
gebene asymmetrische Information zu benutzen. Unsere 
Berechnung der Strahlendosis zur Erzeugung eben meßbarer 
optischer Aktivität berücksichtigt 15 Parameter (ß-Reich- 
weite; spez. Drehung des Endproduktes; Anteil der ent- 
lang einer Elektronenbahn angeregten Molekeln; Treffer- 
wahrscheinlichkeit am asymmetrischen Wirkungszentrum; 
(R—L)/(R+L)~1 für relativistische Elektronen; u.a.). 

Folgende Reaktionen, bei denen jeweils ein asymmetri- 
sches C-Atom entsteht, wurden f-bestrahlt (Quellen: 32P, ®Y, 
%Sr, 152Eu; apparative Geometrie 1/2 bis 42): 

CH,—CHO +C,H,—OH + HCl — C,H, 0-CH -CH, + H,0 8), 
dı 
OH = GH, -CH-N-CH, 
db « Hy)» 


C,H,—CHO + CH,—NH—CH,—CH, 


* 
(HCl) + CH,—CH—CH,—CHO... 
OH 


X CH,—CHO 4 


* 
CH,—CHO -+ HCN — CH,—CH--CN 


| 
OH 


sowie d,l-Linalool. Die erzeugten optischen Drehungen be- 
trugen in einem einzigen Fall bis zu + 0,02°, ohne jedoch nach 
Berücksichtigung aller Fehlerquellen eindeutig zu sein. Als 
Kontrollexperimente dienten unbestrahlte Reaktionen und 
mit „symmetrischen‘ Elektronen (linear Accelerator) be- 
strahlte. Drehungen von + 0,016° + 0,008° erhielten wir mit 
pL-Alanin, das mit Ag-Pulver gemischt in einem Kernreak- 
tor Neutronenbeschuß ausgesetzt wurde. Das entstehende 
kurzlebige °Ag-Isotop diente als asymmetrischer ß-Strahler. 


Über die rein theoretische Bedeutung des Bremsstrah- 
lungsmechanismus hinaus sind also Schlußfolgerungen im 
Zusammenhang mit strahlungskatalysierten Synthesen orga- 
nischer Substanzen unter Bedingungen früher Erdenzustinde ®) 
bisher nicht möglich. Falls ein Effekt nach dem ,,direkten‘‘ 
Mechanismus existiert, ist er kleiner, als unsere erste Kalkula- 
tion ergab. Weitere Versuche mit Endprodukten höherer 
Anisotropiefaktoren («~10%° statt 10°) sind daher in Vor- 
bereitung. Die ausführliche Beschreibung der Versuche und 
Apparate, sowie eine Diskussion weiterer Mechanismen und 
experimenteller Vorschläge (Induktion über op. akt. Poly- 
merisationskeime; Propagierung der Initialaktivitat durch 
biologische Verstärkung) erscheint an anderer Stelle. 

Die Arbeiten wurden als unabhängiges Forschungspro- 
gramm durchgeführt, während die Autoren an der Yale 
University, New Haven, Conn. USA, tätig waren. Jetzige 
Adressen: F.V., Inst. f. org. Chemie, Univ. d. Saarlandes; 
Saarbrücken; T. L. V. U., University Chemical Laboratory, 
Cambridge, England; H. K., Kernreaktor G.m.b.H., Karlsruhe. 


F. VESTER, T.L.V. ULBRICHT und H. Kraucu 


Eingegangen am 10, Juni 1958 


1) LEE, T.D., u. C.N. YANG: Physic. Rev. 104, 254 (1956). — 
2) Wu, C.S et al.: Physic. Rev. 105, 1413 (1957). — Garwin, R.L. 
et al.: Physic. Rev. 105, 1415 (1957). — 8) VESTER, F.: Org. Chem. 
Seminar at Yale Medical School on 2. 7. 1957. — Vgl. auch Fox, 
S.W.: J. Chem. Ed. 34, 472 (1957). — *) In Anlehnung an die 
von VAn-T Horr postulierte asymmetrische Synthese mit künst- 
lich zirkular polarisiertem Licht siehe z.B. S. MitcHELL, J. Chem. 
Soc. [London] 1930, 1829. — °) GOLDHABER, M., L. GRopzINs 
u. A.W. Sunyar: Physic. Rev. 106, 826 (1957). — ®) McVoy, K.: 
Physic. Rev. 106, 828 (1957). — 7) MARGENAU, H., u. O. MurPHY: 
The Mathematics of Physics and Chemistry. New York: Van No- 
strand 1955. — ®) KrAucH, H., u. F. Vester: Naturwiss. 44, 491 
(1957). — ®) MıLLEr, S.L.: J. Amer. Chem. Soc. 77, 2351 (1955). — 
PASCHKE, R.: Science 125, 881 (1957). 








Anwendungsmöglichkeit der Ultramikrotomtechnil 


L ER 


p Untersuchung von Metall-Legierungen 


Nach FERNANDEZ-MorRAN!) besteht die Möglichkeit, mit 
einem Diamantmesser in einem Ultramikrotom mit thermi- 
schem Vorschub Metalldünnschnitte mit Schnittdicken zwi- 
schen 200 und 500A herzustellen, die den Vorteil bieten, 
elektronenmikroskopisch direkt durchstrahlbar zu sein. Mit 
einem solchen Mikrotom (Hersteller: Fa. E. Leitz, Wetzlar) 
wurden vom Verfasser?) Dünnschnitte von zahlreichen reinen 
Metallen hergestellt und mit Feinbereichsbeugung untersucht, 
inwieweit die Kristallorientierung beim Schneidvorgang er- 
halten bleibt. Es ergab sich, daß weiche Metalle wie Alumi- 
nium, Gold, Silber, Platin und Palladium sich gut schneiden 
lassen und einkristalline Punktinterferenzen im Beugungs- 
diagramm zeigen. Demgegenüber werden härtere Metalle wie 
Kupfer, Nickel und Eisen beim Schneiden sehr stark zu- 
sammengestaucht, wobei die Feinbereichsbeugung auch keine 
Einkristallbeugungsdiagramme mehr zeigt. Selbst in Be- 
reichen von 1 u Ausdehnung ist die Kristallstörung so groß, 
daß sich im Beugungsbild schon fast geschlossene Debye- 
Scherrer-Ringe ergeben. Für harte Metalle wird daher die 
Dünnschnittmethode nicht verwendbar sein. 


zur elektr 





In dieser Mitteilung soll am Beispiel von Al-Cu-Legierun- 
gen gezeigt werden, daß sich die Dünnschnittmethode auch 
zur direkten elektronenmikroskopischen Durchstrahlung von 
Legierungen eignet. Fig. 1 zeigt den Schnitt von einem Al-Cu- 
Eutektikum (33% Cu). Da reines Aluminium die Dichte 2,7 
und Al,Cu die Dichte 5,5 besitzt und der Absorptionskoeffi- 
zient für Elektronenstrahlen in erster Näherung proportional 
zur Dichte ist, stellen die dunkleren Teile Al,-Cu-Kristalle 
dar. Der Kontrast im Elektronenmikroskop bietet also be- 
reits eine erste Möglichkeit, Gefügebestandteile zu differen- 
zieren. Die dunklen Interferenzschlieren in den helleren 


Partien der Abbildung entstehen durch Braggreflexe an den 
stark gestörten Netzebenen des reinen Aluminiums. 


Die 
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Streifen in den dunklen Teilen sind durch Faltungen der Al,Cu- 
Kristalle hervorgerufen. (Sie verlaufen stets senkrecht zur 
Schneidrichtung.) Auf Grund der größeren Härte können 
diese nicht so starke plastische Verformungen beim Schneid- 
vorgang aufnehmen wie reines Aluminium. Eine weitere 





Fig. 1. Dünnschnitt von einem Al-Cu-Eutektikum (33% Cu). 
12000fach. Feinbereichsbeugung von den kreisförmig markierten 
Flächen zeigen Fig. 3 und 4 


Fig. 2. Dünnschnitt von einer Al-Cu-Legierung (4% Cu), 2 Std bei 
300° C angelassen. 54000fach 


Möglichkeit zur Untersuchung dieser Schnitte ist die Fein- 
bereichsbeugung, die es erlaubt, durch eine Zwischenabbildung 
von Bereichen mit einem Durchmesser von 1 u Beugungsbilder 
zu erhalten. In Fig. 3 und 4 sind so erhaltene Beugungs- 
diagramme von einer Schnittstelle aus reinem Aluminium und 





Fig. 3 Fig. 4 
Fig. 3 und 4. Feinbereichsbeugungen von den in Fig. 1 markierten Flächen der 
Al-Phase (Fig. 3) und der Al,Cu-Phase (Fig. 4) 


Al,Cu gezeigt. In Fig. 1 sind durch Kreise die Gebiete mar- 
kiert, die zur Beugung einen Beitrag leisten. Die Ausbildung 
von Punktdiagrammen zeigt zunächst einmal, daß die Kristalle 
beider Komponenten trotz der Stauchung beim Schneidvor- 
gang noch relativ ungestört sind. Insbesondere sieht man an 
der Anordnung und Lage der Interferenzen, daß eine Differen- 
zierung der beiden Komponenten auch mit der Feinbereichs- 
beugung möglich ist. 

In Fig. 2 ist in stärkerer Vergrößerung ein Schnitt durch 
eine Ausscheidung in einer Al-Cu-Legierung mit 4% Cu (2 Std 
auf 300° C angelassen) wiedergegeben. Es lassen sich also 
auch die einzelnen Ausscheidungsstadien bei der Aushärtung 
von Duraluminiumproben mit Hilfe der Dünnschnittechnik 
untersuchen. Bemerkenswert in Fig. 2 sind die Interferenz- 
schlieren im Aluminium, die an der Al,Cu-Ausscheidung enden 





und auf der anderen Seite um eine kleine Strecke versetzt 
wieder auslaufen. Vor und hinter der Ausscheidung ist also 
die Aluminiumfolie verschieden stark gekrümmt. 

Mit der Dünnschnittmethode liegt also ein Untersuchungs- 
verfahren vor, welches die Möglichkeiten der Elektronen- 
mikroskopie besser ausnutzen kann und einige Vorteile gegen- 
über den Oberflächenabdrücken besitzt. Bei letzteren müssen 
die Gefügebestandteile erst durch eine geeignete Ätzung diffe- 
renziert werden und der Abdruck gestattet dann keine Aus- 
sagen über die Kristallstruktur der Komponenten. In Ver- 
bindung mit lichtmikroskopischer Beobachtung und Ober- 
flächenabdrücken kann die Elektronenmikroskopie von Dünn- 
schnitten in Zukunft eine wertvolle Ergänzung dieser Unter- 
suchungsverfahren bringen. 

Die Aufnahmen wurden mit einem Siemens-Elmiskop I 
durchgeführt, welches der Universität Münster von der 


Deutschen Forschungsgemeinschaft zur Verfügung gestellt 
wurde. 


Physikalisches Institut der Universität, Münster i. Westf 


LupwıG REIMER 
Eingegangen am 29. Oktober 1958 
1) FERNANDEZ-MorAN, H.: Exp. Cell Res. 5, 255 (1956). — 


J. Biophys. Biochem. Cytol., Suppl. 2, 29 (1956). — ?) REIMER, L.: 
Z. Metallkunde (im Druck). 


Die Kristallstruktur des Na,ZnCl, - 3 H,O 


Die Verbindung Na,ZnCl, - 3H,O wurde zuerst von 
SCHINDLER!) beschrieben; sie kristallisiert in Form ,,hexa- 
gonaler‘‘ Prismen aus wäßrigen Lösungen entsprechender 
Zusammensetzung. Die Kristalle sind sehr hygroskopisch, 
geben jedoch andererseits im Exsikkator oder bei höherer 
Temperatur in Zimmerluft ihr Kristallwasser leicht und rever- 
sibel ab; dabei bildet sich bei etwa 40° C Na,ZnCl, - 1 H,O und 
bei etwa 55° C Na,ZnCl,. — Die Kristalle des Na,ZnCl, - 3H,O 
sind optisch positiv mit w= 1,541 + 0,001; &= 1,544 + 0,001 
(für D-Linie bei 25°C) und e—w=0,005 (Kompensator- 
messung). Die Basisfläche (00.1) ist vorzügliche Spaltfläche 
und gleichzeitig Translationsfläche. Die Dichte der Substanz 
wurde nach der Schwebemethode zu 2,06 g/cm? bestimmt. Die 
Prüfung der Kristalle auf Pyroelektrizität mittels des von 
MARTIN?) 1931 angegebenen Verfahren ergab einen positiven 
Effekt. 

Röntgenographische Untersuchungen der Kristalle mittels 
der üblichen Einkristall- und Pulververfahren mit CuK,- 

Strahlung ergaben: a,= 6,876+0,005 A, „= 
5,955 + 0,005 A, a/c= 1,155 = V3. Laue-Symme- 
trie 31m—D,q. Es sind keine systematischen 
Ausléschungen vorhanden. 

Aus den angegebenen Daten errechnet sich der 
Inhalt der Elementarzelle zu einer Formeleinheit 
Na,ZnCl,-3H,O; als Raumgruppe ergibt sich 
eindeutig P3 1m—C},. 

Das Achsenverhältnis alc=|/$ bewirkt, daB 
das Pulverdiagramm des Na,ZnCl, -3 H,O dem 
einer kubischen Substanz mit c, als Gitterkonstan- 
ten sehr ähnlich wird. Sowohl im kubischen Fall 
wie in diesem speziellen trigonalen gilt sin? 0; 7) 
= N -sin® 9,100); beide Fälle unterscheiden sich nur 
durch die ‚verbotenen‘ N. 

Das Achsenverhältnis des Na,ZnCl, - 3 H,O 
beträgt innerhalb der Meßgenauigkeit genau Vs: 
auf Guinieraufnahmen mit Cu Kg, und mit 2R= 
228,6 mm war in dem uns zugänglichen Vorstrahl- 
bereich keine Verbreiterung der Linien koinzi- 
dierender Reflexe festzustellen. 

Für die Strukturaufklärung standen aus Zählrohrmessun- 
gen die auf Absorption korrigierten Intensitäten der Ein- 
kristallreflexe (hk.O) und (#0./) zur Verfügung. Es wurde zu- 
nächst aus geometrischen und kristallchemischen Überlegun- 
gen der wahrscheinlichste Strukturvorschlag ermittelt und 
dieser dann an Hand von Pattersonschnitten kontrolliert. Die 
Parameterverfeinerung erfolgte wegen der Abwesenheit eines 
Symmetriezentrums über „trial and error“. Auf diese Weise 
wurden folgende Punktlagen gefunden: 


Tabelle 1 
1Zn in 00z mit =! 
1Cly in 002 mit = 0,38 
2Na in 4 32; 3 42 mit 0,16 


mit 


2 0,315; z = 0,89 
z mit 


0,50; 2 = 0,37. 


tou til 


RR RAR 


3Chr in x02, 0x2; ¥% 
3H,O in. 203; 0232; 3% 
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Die Nachbarschaftsverhältnisse finden sich in der Tabelle 2, 


Tabelle 2 











Ion Koordination Ion Koordination 
Zu? 3Cly + 1Cly H,O) | 1Cly + (4 Cly + 1 Clr) 
Na* 3Cly + 3H,O H,00-) | 2Na 
Cly 1Zn + 6H,O 
Chr 1Zn+2Na+1H,O 


Schreibt man der Wassermolekel eine tetraedrische 
Ladungsverteilung zu, so wie sie aus zahlreichen Strukturen 
bekannt ist, so wird die zweite Paulingsche Regel bei einer 
Stärke der Bindung Na—H,O(—) = $ exakt erfüllt. Daß das 
Wasser im Gitter als Koordinationswasser [im Sinne von 
Evans?)] vorliegt, wird auch dadurch belegt, daß beim Aus- 
treiben des Wassers die Struktur zusammenbricht. 

Aus den gefundenen Parametern ergeben sich folgende 
Atomabstände: 


Zn—Cl 2,26 A; Na—Cl 2,80Ä; Na—H,O 2,35 A. 


Der Abstand Zn—Cl = 2,26 A ist der gleiche, wie er auch 
im Cs,ZnCl, #), welches isotyp ist mit dem Cs,CoCl,°), gefunden 
wurde. Er ist wesentlich geringer, als es der Summe der Ionen- 
radien entspricht, und fast gleich der Summe der kovalenten 
Radien (2,30 Ä). Als Koordinationspolyeder des Zn ergibt 
sich mit den aufgeführten Parameterwerten ein reguläres 
Tetraeder. 

Der Abstand Na—Cl ist der gleiche wie im NaCl (= a,/2= 
2,81 A). Der Abstand Na—H,O entspricht der Summe der 
Ionenradien des Na* und des ‚Molekelradius‘‘ des H,O. 

Das Nat befindet sich in einer Sechserumgebung, wie Ta- 
belle 2 zeigt. Die Teilchen besetzen jedoch nicht die Ecken 
eines Oktaeders, sondern die drei H,O-Molekeln sind um die 
dreizählige Achse gegenüber den Clj; nur um etwa 30° ge- 
dreht, so daß das Koordinationspolyeder zwischen einem 
trigonalen Prisma (Verdrehung 0°) und einem Oktaeder (Ver- 
drehung 60°) liegt; außerdem sind auf Grund der unterschied- 
lichen Größe von Cl- und H,O die Abstände der H,O unter- 
einander nur 3,44 Ä, während die Abstände der jeweils zu 
demselben Na gehörenden Cl); 4,08 Ä betragen. 

Mit den in Tabelle 1 aufgeführten Atomkoordinaten er- 
geben sich für die Struktur die folgenden Zuverlässigkeits- 
faktoren 
p — Lilfl — |All 

SIRI 


R(nr.o) = 0,191 und Rao.) = 0,218. 

(Die beobachteten F-Werte wurden in der üblichen Art 
von relativen auf absolute Werte umgerechnet; die berechneten 
F-Werte sind mit einem Temperaturfaktor versehen.) 

Die Struktur läßt sich als aus Schichtpaketen aufgebaut 
beschreiben; jedes Schichtpaket der Dicke c, besteht aus zwei 
Anionenlagen einschließlich der H,O mit den dazwischen be- 
findlichen Kationen. Die einzelnen Schichtpakete werden 
durch die Wechselwirkung der Wassermolekeln mit den Cl); 
des jeweils nächsten Schichtpakets zusammengehalten; dar- 
über hinaus besteht zwischen den einzelnen Schichtpaketen 
keine heteropolare Bindung. Dieser Aufbau erklärt die vor- 
zügliche Spaltbarkeit und richtungsunabhängige Translation 
nach (00.1). 


Mineralogisches Institut der Universität, Marburg a.d. Lahn 
(Direktor: Prof. Dr. H. WINKLER) 


Eingegangen am 15. Oktober 1958 


B. BREHLER 
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Z. Kristallogr. 109, 68 (1957). — °) Porat-Kocnitz, M.A.: Travaux 
de Vinstitut de cristallographie, Livr. 10. Communication au IIIme 
congrés international de cristallographie, Moscou 1954. 





Elektr ikroskopische Darstellung der großen Längsperiode 


bei Perlon 

Die an Perlonfasern durch Röntgen-Kleinwinkel-Strahlen 
nachgewiesene Strukturperiode von &73 Äl), beruhend auf 
einer periodischen Wechselfolge gittergeordneter und -ungeord- 
neter Segmente in Faserlängsrichtung, läßt sich nach Vor- 
quellung in 9- bis 11%iger Salzsäure und Anfärbung mit 
Phosphorwolframsäure (PWS) im Elektronenmikroskop dar- 
stellen. 


Die Natur- 
wissenschaften 
Fig. 1 gibt eine EM-Aufnahme von Perlon [Monofil 


20 den/1, @ 48]?) mit 1,5% PWS (9% HCl vorbehandelt) nach 
dem Aufschlagen im Homogenisator (Fa. Bühler/Tübingen), 
bei der sehr regelmäßige Feinstfibrillen mit der Dicke von 
®50Ä (Micellarstränge) deutlich zu erkennen sind’), von 





Fig. 1. Aufgeschlagenes Perlon mit 1,5% PWS (Vorbehandlung 
9% HCl) Px70Ä, Vergr.: 150000:1 [Gii/58/123, Neg. Kop.] 


denen fast jede eine Periode von x 70,7 A aufweist (Mittel 
aus 10 Messungen über jeweils 5 bis 10 Perioden mit den 
Einzelwerten: 75, 73,4, 67, 75, 66,6, 75, 69, 66,6, 73,5, 62,5). 
Fig. 2 gibt ein Beispiel für dasselbe Perlonmuster mit 4,5% 
PWS (10% HCl vorbehandelt). Die auch hier wieder deutlich 





Fig. 2. Aufgeschlagenes Perlon mit 4,8% PWS (Vorbehandlung 


10% HCl) Px 48 A, Vergr.: 150000:1 [Gü/58/113] 


hervortretenden Micellarstränge zeigen infolge des höheren 
PWS-Gehaltes eine Periode der Größe von x 48 A (Mittel 
aus 13 Messungen wie oben mit den Einzelwerten: 44,5, 
44,5, 50, 43,0, 44,5, 50, 45, 40, 50, 50, 50, 45, 58; verhältnis- 
mäßig nur kleine Streuung). 





Fig. 3. Aufgeschlagenes Perlon mit 1,5% PWS (Vorbehandlung 9% 


HCl) mit Pt-Ir beschattet, Scheinperiode ~ 50 Ä 
[Gü/58/134] 


, Vergr.: 100000:1 


Die elektronenmikroskopische Untersuchung der Präparate 
nach Metallbeschattung mit Platin-Iridium führt zwar zu 
einer besseren Hervorhebung der Micellarstränge und zu deut- 
lichen, allerdings unregelmäßigeren Perioden. Die in Fig. 3 
dargestellte Probe zeigt aber im Gegensatz zu dem unbe- 
schatteten Präparat derselben Probe (Fig. 1) eine mittlere 
Periodenlänge von 50 Ä. Die Perioden werden hier durch das 
Korn des aufgedampften Platin-Iridiums hervorgerufen. Das 
Beispiel zeigt erneut, daß es für die Prüfung von Fasern auf 
große Längsperioden unzulässig ist, nach der Einlagerung des 
Kontrastmittels mit Schwermetall zu beschatten. 


Die durch Röntgen-Kleinwinkel-(KW-) Aufnahmen an den 
mit PWS behandelten Perlon-Fäden ermittelten Perioden 








ft 2 


He: 
1959 (Jg. 46) 
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stimmen bestens mit den aus den EM-Aufnahmen entnom- 
menen überein: aus der KW-Aufnahme ergibt sich d= 73 Ä 
gegenüber 70,7 A aus der EM-Aufnahme. Die KW-Aufnahme 
des Perlonmusters mit 4,53% PWS gibt eine Längsperiode 
d=43 A gegenüber 48 A des Elektronenbildes. 

Die Änderung der Periodengröße durch Erhöhung der 
PWS-Aufnahme bestätigt überzeugend, daß die Einlagerung 
von PWS tatsächlich in die aufgelockerten (gitterungeordneten) 
periodisch wiederkehrenden Zwischenräume der Perlonfasern 
erfolgt ist. Die Beschränkung der PWS-Einlagerung auf diese 
Räume geht aus den Röntgen-Weitwinkeldiagrammen hervor, 
die mit den Röntgendiagrammen des Perlons ohne Vorbehand- 
lungen übereinstimmen. 

Die chemische Konstitution von Perlon als Hochkondensat 
einer Aminosäure (e-Aminocapronsäure) legt den Vergleich 
der Beobachtungen mit denen an Faserproteiden, insbesondere 
Kollagen, nahe. Während aber bei Kollagen nach der An- 
färbung mit PWS neben den kleineren Perioden (#75 bis 
100 A) die charakteristische Großperiode von 620 bis 870 A 
auftritt, wurde eine Periode dieser Größenordnung an den 
bisher untersuchten Perlonpräparaten nicht beobachtet. In 
dieser Hinsicht ist die Analogie von Cellulosefasern und Poly- 
vinylalkoholfasern (Kuralon)*) mit Kollagen vollkommener. 


Laboratorium für Mehl- und Eiweißforschung, Abteilung 
Strukturchemie, Hannover, Abteilung für Elektronenoptik der 
Firma Carl Zeiss, Oberkochen 


Kurt Hess (Hannover), 
Ernst GUTTER und Hans MAHL (Oberkochen) 
Eingegangen am 24. Oktober 1958 
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physik. Chem. 193, 196 (1944). — Kolloid-Z. 130, 10 (1953). — 
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Coronadite from the Manganese Ores of Dongari Buzurg 
and Kodur, India 


Coronadite, the lead bearing analogue of cryptomelane and 
hollandite, and a rather uncommon manganese mineral, origi- 
nally described by LinpGREN!) and confirmed by ORcEL?), has 
been noted in the manganese ore deposits of Kodur (Srika- 
kulam Dt.) and Dongari Buzurg (Bhandara Dt.), India. This 
is the first report of coronadite from any manganese deposit 
of India. 

The mineral has been traced in polished sections in asso- 
ciation with psilomelane, pyrolusite, cryptomelane and man- 
ganite in the botryoidal and kidney shaped ores of Dongari 
Buzurg, where it forms colloform bands and exhibits both 
isolated and interbanded occurrence with cryptomelane and 
psilomelane. In Kodur, it occurs in association with braunite, 
vredenburgite, cryptomelane, pyrolusite and psilomelane, 
and occupies the interstitial spaces of early formed primary 
vredenburgites and braunites and in places exhibits colloform 
texture. 

The mineral is pleochroic from greyish white to white and 
is strongly anisotropic in shades of brown in well crystallised 
grains. Reflecting power in green light in air is 33:7% maxi- 
mum and 31:1% minimum in different directions of a strongly 
pleochroic section. Confirmatory etch tests were done. The 
mineral reacts with HCl (conc.) with development of growth 
lines; H,O, induces effervescence without staining, and the 
mineral darkens when etched by SnCl, (sat.) and H,O,-+ H,SO,. 

X-ray powder analysis of the scooped out powder of the 
mineral was done and the ‘d’’ spacings are stated below: 








d(A)- 6:96*) | 3-47 | 3-13 | 2:40 | 2-20) 2:15 11-937 1-83 | 1-74 | 1-69 
I- Broad.. .| 4 10 4 3 3 1 4 2 2 
d(A)- 1-63*) | 1°54 | 1:37 | 1°35 

I—V. Broad. 5 2 3 


From the mode of occurrence of coronadite both in 
Dongari Buzurg and in Kodur, it is evident that it is essen- 
tially a low temperature mineral formed either from a “gel” 
or from solution along with cryptomelane and psilomelane. 
The late appearance in paragenetic sequence suggests that. 
While braunite and vredenburgite are relatively free of Pb, 


K or Ba, these elements seem to concentrate at a late stage 
at relatively low pressure-temperature conditions and are 
fixed in the later minerals forming different analogues. 

The author is grateful to Dr. S. Deg for his interest and 
Miss J. TRAsK for active help in the work. 


Department of Geological Sciences, Jadavpur University, 
Calcutta-32 
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Concerning the Forces of Water Retention by Soils 


1. The phenomenon of water retention by soils involves 
a series of participating forces such as: adsorptional, capillary, 
osmotic, etc. each of which acts over a specific range of 
moisture tension. It has been generally accepted, that ad- 
sorptional forces were dominant only up to relative humidity 
0:5 to 0-7, but recently the application of thermodynamic 
methods used to investigate soil water has lead to the in- 
expected conclusion that adsorptional forces are dominant 
up to field capacity (FC) and/or moisture equivalent (ME), 
relative humidity which »# 0:9997173). 

There are some features in the evidence, however, that 
suggest this conclusion should be reexamined. For instance, 
ME of sand and clay are about 2 and 20% respectively, while 
their surface areas are about 50 and 50- 10% cm? g!. Absence 
of proportionality between ME and surface areas demon- 
strates that ME (or FC) cannot be explained completely 
by adsorptional forces. In sand and coarse dispersed soil, 
ME is retained principally by capillary forces at the points 
of contacts of particles. This is easily shown when ME 
determinations are plotted as function of the surface tension 
of water (co), as shown in Fig. 1. For diminution of surface 
tension of water alcohol was used: ethyl, propyl, buthyl 
(14,0 M/L). The curves for sand and soil do not leave any 
doubt about the importance of surface tension (a) in moisture 
equivalent (ME). The behaviour of kaolin is different, 
because the curve does not show the influence of o. 




















50 ‘aes an aaa | 
lo 
or , 4 r = 
pe ce es Ne a a 1 
us | er 
= Lt _—_—* 1 4 + 
2 + + + | - 
N 2 De | 
vw 50 60 MM 8 a 7 a 3 4 
ofaynes cm") P (atm) 


Fig. 1. Moisture equivalent (ME) 
as function of surface tension of 
water (co). I kaolin, 2 soil (cher- 
nosem like soil of Pampa), 3 sand 


Fig. 2. Water content of kaolin 
at different pressures. I and 
2 see text 


2. With respect to kaolin the following cases are possible: 
a) the water is uniformly distributed as a film held by ad- 
sorptional forces, or filling the spaces of repulsion between 
the particles; b) the water fills the capillaries of <1 u dia- 
meters, from where at a pressure of 0-5 atm. it is hard to dis- 

lace. 

x If we assume that water distributes itself on the surface 
of kaolin (supposed = 15 m? g!) in a homogeneous film, we 
obtain an average water film thickness of about 0-03 u. When 
using other liquids, including non-polar, the thicknesses 
do not change appreciably, for instance n-heptane: 0:03 u, 
n-cetane: 0:04 u, etc. The kaolin, the same as aluminosilicates, 
has a hydrophilic surface, therefore it would be a mistake to 
admit that such, comparatively thick, layer of apolar liquids 
could be adsorbed by kaolin surface. The question of repul- 
sive forces in apolar media excludes itself completely, because 
the double layer in such a medium remains plane. Therefore, 
those experiments show that the predominant forces of water 
retention at ME or FC in kaolin should be capillary forces. 
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In order to confirm this supposition, a determination of 
water content in kaolin sediment, at different pressures, was 
made. 2mm thick kaolin sediments were obtained on the 
filter in the ultrafiltration Bechhold-apparatus. The water 
was displaced gradually from the capillaries of the sediment 
by means of pressure increases; at thesame determined pressure, 
there was ‘break’ of gas through the sediment. Using the for- 
mula: @ =40/P (here: is diameter in cm; o is surface 
tension in dynes cm”! and P is pressure in dynes cm”?), the 
maximum capillar diameter was calculated. 

Curves shown in Fig. 2 give us the water contents in 
kaolin at different pressures. Curve 1 corresponds to a sediment 
obtained from a water suspension of kaolin, which contained 
1M/L of buthyl alcohol, while the curve 2 corresponds to 
asediment obtained from a water suspension of kaolin, which 
did not contain surface active substances. Arrows show 
minimum pressures at which the “break” was observed 
(1,5 and 4,0 atm.). Calculations of capillary diameters in both 
cases give 0:72 u (surface tension of water = 72:7 dynes cm! 
and 1-0M/L of buthyl alcohol solution = 27-0 dynes cm’). 


Instituto de Suelos y Agrotecnia, Cervoni 3101, Buenos Aires 


M. TSCHAPEK 
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Hydrothermale Untersuchungen am System PbS—As,S, 


In die Reihe der reinen Blei-Arsen-Spießglanze gehören 
bisher die neun Minerale Sartorit, Baumhauerit, Rathit I, 
Rathit II, Dufrénoysit, Jordanit, Liveingit, Lengenbachit, 
Gratonit. 

Bei hydrothermalen Versuchen mit den Ausgangskompo- 
nenten PbS und As,S, wurden unter verschiedenen P—T- 
Bedingungen die ersten sechs dieser Minerale hergestellt. 
Alle Versuche wurden in Druckbomben durchgeführt. Um 
möglichst große Einkristalle zu erhalten, lagen die Bomben 
in einem Temperaturgefälle, das 80 bis 250° C betrug. Als 
Ausgangsmaterial diente PbS-Pulver (<30u 8) vom Ram- 
melsberg und As,S,-Pulver aus Skutterud (Norwegen). Dieses 
natürliche Material wurde ausschließlich verwandt, nachdem 
ein Parallelversuch mit synthetischen PbS und As,S, zu den 
gleichen Ergebnissen geführt hatte. — Die Isolation gegenüber 
dem Bombenmaterial wurde dadurch erreicht, daß die Aus- 


existieren keine Angaben über Gitterdimensionen, so daß eine 
Identifizierung nicht durchführbar ist. — Auffallend ist, daß 
Gratonit der einzige Blei-Arsen-Spießglanz ist, der nicht im 
Binnental, Schweiz, vorkommt; zugleich ist er der einzige 
Vertreter der Reihe, der bisher nicht hydrothermal hergestellt 
wurde. 

Neben den sechs Mineralen, die hydrothermal hergestellt 
werden konnten, wurden in mehreren Proben neue Phasen 
erhalten, von denen keine natürlichen Vertreter bekannt 
waren. Alle diese neuen Phasen wurden in sehr geringen 
Mengen gefunden, weshalb eine chemische Untersuchung 
bisher nicht möglich war. Im einzelnen wurden folgende neue 
Phasen gefunden (s. auch Tabelle 1): 

Sartorit II: Ausgangszusammensetzung PbS: As,S, =1:1, 
T= 480°C (gesamtes Temperaturgefälle 570/440° C), P= 
1500+ 150 atm, Versuchsdauer ¢= 6 Tage. Ausbildung: Na- 
delig; die Nadelachse ist die 4,15 A-Richtung. Gegeniiber 
dem Sartorit I zeigt sich auf WeiBenberg-Aufnahmen um [010] 
eine unterschiedliche Abfolge der Intensitäten; außerdem 
konnten die für Sartorit typischen Überstrukturreflexe (Ver- 
vielfachung der a,- und b,-Gitterkonstanten) nicht beobachtet 
werden. Zusätzlich tritt eine Verdopplung der b,-Gitter- 
konstanten auf. 

Baumhauerit II:PbS: As,S, = 1:8, T = 280° C (280/155°C). 
P=200 atm, ¢= 23 Tage. Ausbildung: Nadelig, die Nadel- 
achse ist die 8,3 A-Richtung. In einer Probe aus der Samm- 
lung Professor BAUMHAUERS (Fribourg, Schweiz) wurden 
Kristalle mit den gleichen Gitterdimensionen gefunden. An 
diesen Kristallen konnten über Guinier-Aufnahmen die genauen 
Gitterkonstanten bestimmt werden. 

Außer diesen beiden neuen Phasen wurden noch zwei 
weitere gefunden, die nicht in die Tabelle aufgenommen sind, 
weil ihre Gitterdimensionen zu der Reihe der reinen Pb— As- 
Spießglanze keine Ähnlichkeit erkennen lassen. Es handelt 
sich um eine trigonale Phase: PbS:As,S,=1:1, T= 580° C 
(580/420° C), P=1500 atm, t= 10 Tage. Ausbildung: Dick- 
prismatisch, bis 0,3 mm groß. Raumgruppe: D3q4 — P 31c. 
Gitterkonstanten: a) = 6,9A, Co = 7,19 A und eine kubische 
Phase: Gleiche Bildungsbedingungen wie die trigonale Phase. 
Ausbildung: Flächenkombination Hexaeder + Oktaeder. 
Raumgruppe: T§—J 43m; Gitterkonstante a, = 10,6 Ä. Die 
Phase läßt deutliche Ähnlichkeiten zur Fahlerzgruppe er- 
kennen (gleiche Raumgruppe); auch die Intensitätsabfolge 
ist der des Tetraedrits sehr ähnlich. 

Die Ergebnisse zeigen, daß die bisher bekannten Blei- 
Arsen-Spießglanze auf hydrothermalem Wege erhalten werden 

können. Die Existenz des Liveingits ist zweifel- 








Tabelle 1 haft; der Lengenbachit ist nur in Gegenwart 
von Cu,S und Ag,S stabil; der Stabilitätsbe- 
Name des ear a Raum- | ya) na reich des Gratonits konnte bisher noch nicht 
5 ‘orme N ° . 
Minerals sss 4 0 Co B gruppe | ) h*) ermittelt werden. Baumhauerit II konnte auch 
als Mineral neu gefunden werden. 
Be PbS - As,S, 19,46 4,17 | 7,79 | 90° P2,2,2,| x | x Den Herren Professor RAMDOHR, Heidel- 
artorit 19,4 | 2x4,15| 7,82 | 90° P2,2,2 x ae : ; 
ste 3 PbS - 2As,S, 22.74 8.33 7,89 | 97°25°*) PT be berg, Professor NICKEL, Fribourg, Schweiz, und 
Baumhauerit II 2X 22,75, 8,305! 7,90, | 97°30’ PT x |x Professor BERRY, Kingston, Kanada, sind wir 
Liveingit ores +3 As,S, . 90°17’ | für die Überlassung wertvoller Proben zu Dank 
athit #}PbS - 9 As,S, 25,1 7,91 84 99° Pan | x | x . : ni) en 
eg I ns. 13 Aus, Em 709 | 832 | 90° P2,m verpflichtet. Die Deutsche Forschungsgemein 
Dufrénoysit 2 PbS - 1 As,S, 8,41 25,85 | 7,88 | 90°30’ Pam|x|x schaft unterstützte diese Untersuchungen. 
Lengenbachit Pb gAg;CusAsy,Sr5 34,8 11,4 (18,4 94°18’ 4 % 3 . £ 2 
Tordanit 27 PbS-7 As,S, "3.89 31.65 | 8.40 | 118°21° P2m| x | x Marburg, Mineralogisches Institut der Uni- 
Gratonit 9 PbS «2 As,S, 17,69 = 7,83 y=120° | R3m x versität 
nal H. RöscH und E. HELLNER 
*)a=y=90°. 
a) M = als Mineral bekannt; h = hydrothermal hergestellt. Eingegangen am 22. Oktober 1958 
gangssubstanzen in Quarzrohren eingeschlossen wurden. Beitrag zur Thermochemie der Trithiokarbonate 


Durch Zugabe entsprechender Mengen H,O herrschte innerhalb 
und außerhalb des Quarzrohres annähernd gleicher Druck. 
Die H,O-Drucke wurden von 1 bis 1800 atm, die Temperaturen 
von 150 bis 600° C variiert. Die erhaltenen Proben wurden 
röntgenographisch durch Einkristall- und Pulveraufnahmen 
untersucht. 

Gratonit, Liveingit und Lengenbachit konnten unter 
diesen Bedingungen nicht erhalten werden. Für Lengenbachit 
wurde ein Versuch mit der Zusammensetzung angesetzt, die 
der von L.G. BERRY angegebenen Formel (s. Tabelle 1) etwa 
entspricht. Die mittlere Temperatur dieses Versuchs betrug 
400° C, der hydrostatische Druck 500 atm und die Versuchs- 
dauer 6 Tage. Eine Guinier-Aufnahme der erhaltenen Substanz 
zeigte deutlich die charakteristischen Linien von Lengen- 
bachit neben anderen Phasen. Damit war die Vermutung be- 
stätigt, daß dieses Mineral nicht in die Reihe der reinen Blei- 
Arsen-Spießglanze gehört. — Von dem Mineral Liveingit 


Zn(NH,),CS, und Ni(NH,),CS, wurden dargestellt und 
thermogravimetrisch folgender Zersetzungsmechanismus ge- 
sichert: 

Zn(NH3),CS; (fest) => ZnS (fest) = 2.NHs (Gas) + CS; (Gas) » 

Ni(NHg)sCSs (fest) > NiS(fest) + 3NHy (Gas) + CSz (Gas) - 


Die Dissoziationsdrucke (xNH, + CS,) wurden bestimmt!) 
(Fig. 1). Sie lassen sich durch folgende Gleichungen wieder- 
geben (in mm Hg): 


Zu(NH3),CS;: 10108 DianH,+cs,) 


8,676 - 108 
=— Fe + 28,920 





(35°—55° C), 
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Ni(NH,),CS;: 10108 P(3nH,+Cs,) 


_ 5,713 + 10° 
T + 17,357 


(70°—110° C). 


Für die freien Energien der Zersetzungsreaktionen (in cal) 
und für die Bildungswärmen und Entropien der Amminotri- 
thiokarbonate ergeben sich: 


Zn(NH,),CS;: 482 = 39,67 : 10° — 119,4 T (+ 2,0%) 
H3° = — 82,4 + 3,0 kcal/Mol 
= = + 43,1 42,5 cl/Mol; 
AG = 26,13 + 108 — 66,2 T (+ 2,6%) 
AH¥}* = —-53,8 + 2,0 kcal/Mol 
5208 = + 144,6+ 3,0 cl/Mol. 


Ni(NH,),CS;: 


Die Untersuchungen werden in chemischer, thermochemi- 
scher und struktureller Hinsicht auf das Gesamtgebiet der 
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Fig. 1. Dissoziationsdrucke von Zn(NH3,),sCS, und Ni(N 


Hs)sCSs. 


Trithiokarbonate ausgedehnt; ausfiihrliche Publikationen 
dariiber werden an anderer Stelle erfolgen. 


Anorganisch-Chemisches Institut der Universität, Göttingen 
(Direktor: Prof. Dr. OÖ. GLEMSER) 
G. GATTow 
Eingegangen am 13. November 1958 


1) Gamıow, G.: Naturwiss. 45, 623 (1958 


). — GATTOw, 
A. SCHNEIDER: Angew. Chem. (im Druck). 


G., u. 


Über die Schwefelung von Nickel bei höheren Temperaturen 


HAUFFE und RAHMEL!) haben bewiesen, daß die Schwefe- 
lung von Nickel in Schwefeldämpfen bei 630° C — also unter 
Bedingungen, bei welchen ausschließlich NiS entsteht — nach 
dem linearen Zeitgesetz verläuft. Mikroskopische Beobach- 
tungen an den erhaltenen Zunderschichten sowie die Abhängig- 
keit der Schwefelungsgeschwindigkeit vom Schwefeldamp- 
druck lassen diese Autoren annehmen, daß die Zunderschicht 
porös ist und daher den Transport des Schwefels zu der Metall- 
oberfläche nicht hindert. Unter diesen Bedingungen scheint 
die an der Phasengrenze Metall/Zunder!),?) verlaufende Re- 
aktion der langsamste und damit geschwindigkeitsbestim- 
mende Vorgang zu sein. 

Das von HAUFFE und RAHMEL angegebene Schema be- 
ruhte jedoch auf der experimentell nicht begründeten An- 
nahme, daß die nach innen, also kernwärts gerichtete Diffusion 
des Schwefels durch die Poren und die ,,aufgeweiteten‘‘ Korn- 
grenzen des Zunders bei diesem Prozeß die überwiegende Rolle 
spielt. Die von CzERSKI?) durchgeführten Untersuchungen 
der Schwefelung von Nickel in flüssigem Schwefel haben 
jedoch bewiesen, daß der Zunder unter diesen Bedingungen 
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hauptsächlich infolge der Diffusion des Metalls nach außen 
entsteht. Dabei ist aber auch die Bildung der NiS,-Phase 
möglich®). Zwecks direkter Untersuchung, ob die nach außen 
oder die nach innen gerichtete Diffusion der Reagenten wäh- 
rend der Zunderung die überwiegende Rolle spielt, haben die 
Autoren Markenversuche in der früher beschriebenen Appara- 
tur®) durchgeführt. Die Schwefelung wurde bei 580 und 630°C 
(Schwefeldampfdruck 1 mm Hg) durchgeführt. Unter diesen 
Bedingungen bestand die gebildete Zunderschicht ausschließ- 
lich aus NiS. Polierte Metallplatten (ungefähr 1 mm dick) 
wurden mit einer Platindrahtmarke (@ 7 - 10°? cm) versehen. 
Diese wurde an die Metalloberfläche ,,angeklebt‘‘, und zwar 
mit einer dünnen (ungefähr 1 - 10-4 cm), auf elektrolytischem 
Wege abgeschiedenen Nickelschicht. Die mit Marken ver- 
sehenen Präparate wurden 90 min lang bei 580 bzw. 630° 
geschwefelt. Danach wurden sie senkrecht zu der Marken- 
länge geschliffen und die Lage des Drahtes im Zunder mikro- 
skopisch untersucht. Die Marke befindet sich im Zunder an der 
Grenze zweier Schichten, welche sich durch ihr Aussehen 
unterscheiden. Die grob kristalline, kompakte äußere Schicht 
entsteht infolge der nach außen gerichteten Diffusion des 
Metalls, die poröse, aus kleinen Kristallen bestehende innere 
Schicht entsteht infolge der Diffusion des Oxydators nach 
innen. Die äußere Zunderschicht ist ungefähr zweimal so dick 
wie die innere; daraus kann man schließen, daß während der 
Zunderbildung auf Nickel die nach außen gerichteten Diffusion 
des Metalls die überwiegende Rolle spielt. Wenn man die 
Atomvolumina von Nickel (6,7 cm?) und von NiS (16,5 cm?) 
vergleicht, so ersieht man, daß wenigstens 60% des Metalls 
unter diesen Bedingungen infolge der nach außen gerichteten 
Diffusion von Nickel oxydiert werden (es wird dabei ange- 
nommen, daß der Verlust an Metallvolumen vollständig durch 
Nickelsulfid ersetzt wird). Es wurde jedoch festgestellt, daß 
der Metallkern aus dem Zunder leicht herausgeschoben werden 
kann, was darauf hinzeigt, daß die Ersetzung des Metalls 
durch das Sulfid nicht vollständig ist. Die Menge des durch 
Diffusion nach außen oxydierten Metalls muß also größer als 
60% sein. 

Die Fehlordnung des NiS-Kristallgitters beruht darauf, 
daß in ihm Leerstellen im Kationenteilgitter und Elektronen- 
defektstellen auftreten®). Aus diesem Grunde kann ange- 
nommen werden, daß die Diffusion von Nickel nach außen 
auf die Weise erfolgt, daß die Ionen und Elektronen durch die 
Leerstellen im Kationenteilgitter bzw. durch die Elektronen- 
defektstellen wandern. An der Phasengrenze Metall/Zunder 
findet der Prozeß der Wiederbesetzung der Leerstellen im 
Kationenteilgitter und der Elektronendefektstellen statt. An 
der Phasengrenze Zunder/Schwefel wächst die äußere Schicht 
des Zunders nach dem Schema: 


1/2 SY? = Sem. an mis + © (1) 
Schem. an Nis = NiS + Nip” + ®, (2) 


wo Nip” die Leerstelle im Kationenteilgitter und © die Elek- 
tronendefektstelle bedeutet. 

Die langsamste und daher die Zunderungsgeschwindigkeit 
bestimmende Teilreaktion scheint die Chemisorption des 
Schwefels zu sein. 


Institute für allgemeine Chemie, Berg- und Hiittenwesen der 
Akademie zu Krakdw 


S. Mrowec und T. WERBER 
Eingegangen am 7. Oktober 1958 


a) HAUFFE, K.,u. A. RAHMEL: Z. physik. Chem. 199, 152 (1952). — 
2) HAUFFE, K.: "Oxydation von Metallen und Metallegierungen, S. 327. 
Berlin-Göttingen-Heidelberg: Springer 1956. — *) CzERSKI, L.: Arch. 
Görn. Hutn. PAN 2, 3 (1954). — 4) Rosenguist, T.: J. Iron Steel 
Inst. 176, 37 (1954). — 5) Mrowec, S., u. T. WERBER: Naturwiss. 
45, 335 (1958). — ®) HAUFFE, K., u. H.G. Frint: Z. physik. Chem. 
200, 199 (1952). 


„Peptidatische‘“ Wirksamkeit einer Reihe von Metallionen 


Außer Cer(IV)-, Cer(III)- und La-Ionen!*b) ist eine 
größere Anzahl von Metallionen dazu befähigt, in schwach 
alkalischem Milieu die (C-N)-Bindung in Peptiden zu lösen. 
Dabei stehen die Metallionen der Lanthaniden und der 
Nebengruppen-Elemente zahlen- und wirkungsmäßig im 
Vordergrund. Diese Tatsache geht parallel der besonders 
ausgeprägten Neigung dieser Ionen zur Bildung von kom- 
plexen Metallpeptidverbindungen!®,°), die als reaktionsfähige 
Zwischenprodukte bei der Lösung der Peptidbindung fun- 
gieren. 
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Bereits bei niederen Temperaturen (37°C) zeigen sich 
wirksam: nach einer Versuchsdauer von 6Std Th#®, Zr*®, 
Er?®, von 24 Std Ho?®, Yb*® und von 72 Std Dy?®, Nd%®, 
Eu?®d, Gd3®, Sm?®, Hf!®, 

Bei höheren Temperaturen kommt peptidatische Wirk- 
samkeit bei weiteren Metallionen zum Vorschein. Sie wird 
bei 70°C nachweisbar nach 24 Std bei Tb?®, Bi?®, Fe?®, Fe?#, 
Zn2®, Co*d, Cd?®, Y3®, Mn?®, Cu?®, nach 48 Std bei Pb?®, 
Ni2®, Cr?®, WO3®, In?®, Tit®, V4. 

Ohne eine meßbare Wirkung bei 70°C und über einen 
Zeitraum von 72 Std fanden wir außer den Alkalimetall- 
Ionen Be?®, Mg?®, Ca?®, Sr?®, Ba?®, AP®, Ga8®, TI®, Ge*#, 
Sn2®, Ag®, M0039, Pd?®, PtCl3®. 

Die Aussagen bezüglich des Verhaltens der Metallionen 
gelten für Glycyl-DL-leucin. Bei der Spaltung der Substrate: 
Glycyl-glycin, Glycyl-L-phenylalanin, Glycyl-L-asparagin- 
säure und L-Valyl-glycin beschränkten wir uns auf die bei 
der Hydrolyse von Glycyl-pL-leucin besonders wirksamen 
Ionen: Th*® und Zr*®, die neben Ce(IV)-, Ce(III)- und La- 
Ionen!#b) auch bei diesen Dipeptiden starke Wirksamkeit 
zeigen. 

Während im Falle der Dipeptide bei py = 8,6 und 70° C 
nach 72 Std ohne zusätzlichen Katalysator keine meßbare 
Spaltung eintritt, ist bei dem Tripeptid pL-Leucyl-glycyl- 
glycin bei der gleichen Wasserstoffionenkonzentration schon 
bei 37° C und bereits nach 6 Std eine Hydrolyse festzustellen?). 
In Anwesenheit von Ce(IV)-, Ce(III)-, Th(IV)- und Zr(IV)- 
Ionen ist die Spaltung beschleunigt. Als Spaltungsprodukte 
treten auf: Glycyl-glycin, Glycin, Leucyl-glycin und Leucin. 
(Der Nachweis von Glycin und Leucin als Spaltungspro- 
dukte lassen auf die Anwesenheit auch von Glycyl-glycin und 
Leucyl-glycin schließen°). 

Methodisches. a) Der Versuchsansatz: Der 10 cm?-Ansatz 
enthält 4cm? 2,5 » Ammoniak/Ammoniumchlorid-Puffer 
Pu = 8,6 0,0002 Mol Peptid, 0,0002 Mol Metallsalz. Zugabe 
der Reaktionsteilnehmer in der vorstehenden Reihenfolge. Das 
Reaktionsmilieu wurde, wenn erforderlich, durch Zugabe 
weniger Tropfen einer 2,5» Ammoniumhydroxydlösung auf 
den angegebenen py-Wert gebracht. Reaktionstemperatur: 
37°C im Schüttelthermostaten bzw. 70°C im Ruhethermo- 
staten unter gelegentlichem Schütteln. 

b) Nachweis der Spaltung: Auf papierchromatographi- 
schem Wege wie bei BAMANN, TRAPMANN und ROTHER!?) 
(Papier: Schleicher und Schüll 2043 bM). 

Für die Überlassung einiger Peptide sprechen wir Herrn 
Dr. E. Wünsch, Max-Planck-Institut für Eiweiß- und Leder- 
forschung, München, unseren aufrichtigen Dank aus. Wir 
danken auch wärmstens dem Verband der Chemischen Indu- 
strie — Fonds der Chemischen Industrie — für die Förderung 
unserer Untersuchung. 


Institut für Pharmazie 
versität, München 


und Lebensmittelchemie der Uni- 


EUGEN BAMANN, JOHANN GEORG Haas 
und HEINZ TRAPMANN 


Eingegangen am 28. Oktober 1958 


1) Bamann, E., A. ROTHER u. H. TRAPMANN: a) Naturwiss. 43 
326 (1956). — b) Chem. Ber. 91, 1744 (1958). — c) Arch. Pharm az 
Ber. dtsch. pharmaz. Ges. (im Druck). — ?) Siehe hierzu auch: 


ABDERHALDEN, E,, u. H. SıckeL: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem 
170, 134 (1927). ABDERHALDEN, E., u. H. BRockMANN: Hoppe- 


Seyler’s Z. physiol. Chem. 170, 146 (1927). ABDERHALDEN, E., u. 
Sn. Suzukı: Hoppe-Seyler’s Z. physiol. Chem. 170, 158 (1927). 
Kunn, W., C.C. Motsrer u. K. FREUDENBERG: Ber. dtsch. chem. 
Ges. 65, 1179 (1932). Crıstor, P., CH. BENEZECH u. A. CRASTES DE 
PAULET: Bull. Soc. chim. France, Mém. [5] 21, 684 (1954). — 


3) Vgl. hierzu: WeyGAND, F., R. GEIGER u. U. GLÖCKLER: Chem. 
Ber. 89, 1543 (1956). 


Eine Totalsynthese des „all“-trans-2.2'-Desdimethyl-crocetin-dimethyl- 
esters und des „all“-trans-Crocetin-dimethylesters 


In der vor einiger Zeit veröffentlichten Arbeit von BucHTA 
und SCHLESINGER!) über eine Totalsynthese des Perhydro- 
crocetins ist auch eine relativ einfache Darstellung des ,,all‘‘- 
trans-2.7-Dimethyl-octatrien-(2.4.6)-dials-(1.8) (V) beschrieben 
und auf eine Verwendung als C,,-Mittelstück für Totalsynthesen 
von Carotinoiden hingewiesen. Davon ausgehend haben wir 
mittels einer Wittig-Reaktion?) den ,,all‘‘-trans-Crocetin-di- 
methylester (VIb) und seine 2.2’-Desdimethyl-verbindung 
(VIa) aufgebaut, wobei das [3-Carbomethoxy-buten-(2)- 
yliden-(1)]-triphenyl-phosphoran (IIIb) bzw. das [3-Carbo- 
methoxy - propen - (2) - yliden-(1) |-triphenyl-phosphoran (IIIa) 


als Endstiicke dienten. Die Verkniipfung der Komponenten 
unter Austritt von Triphenylphosphinoxyd erfolgte durch 
Kochen in benzolischer Lösung in einer Stickstoffatmosphäfre. 
Für die Synthese von IIIa und IIIb verwendeten wir den 
y-Brom-crotonsäure-methylester (Ia)*) bzw. den y-Brom- 
tiglinsäure-methylester (Ib)®), die mit einer benzolischen 
Lösung von Triphenylphosphin bei Raumtemperatur zum 
[3 - Carbomethoxy - propen -(2)-yl-(1) ]-triphenyl-phosphonium- 
bromid (IIa) bzw. [3-Carbomethoxy-buten-(2)-yl-(1)]-triphe- 
nyl-phosphonium-bromid (IIb) umgesetzt wurden. Die Ab- 
spaltung von Bromwasserstoff gelang nach IsLER u. Mitarb.°) 
mit Natronlauge in wäßriger Lösung und führte zu den 
gefärbten Phosphoranen IIIa bzw. IIIb. 
< ni ‘ 
| 
H,CO,C—C=CH—CH,Br + P(CsHs)) > |HyCO,C—C=CH—CH,—P(C,Hs)3| Br” 
Ia: R=H Ila: R=H Fp. 179—180°*) 
Ib: R = CH, Ib: R=CH, Fp. 187—187,5° 
R 
—HBr \ 
———> H,C0O,C—C=CH—CH=P(C,Hs)s 
Illa: R=H _ Fp. 180—180,5° (ockerfarbene Blättchen) 
IIIb: R= CH, Fp. 170° (chromgelbe Blättchen) 
CH, 
C,H, CH =CH—CH=CH—CH =C—CO,CH, 
IV Fp. 108° (schwach gelbstichige Nadeln) 


CH, 
| 
WEL Cc. CH CH CHO —2OP(C.Hs)s 
2 Illa bzw. 21IIb + oHc/ NScH/ cH/ Ne/ a ce 
! 
V CH, 
CH, 
\ | 
Cc CH Cc CH CH CH. CH, CO,CH, 
\ / , \ 
H,CO,C” \cH% \cu” “cH \cu Ne/ \cu7 Nc 
| ! 
CH, 
Via: R=H Fp. 196° (blaustichig rote, rautenförmige Blättchen) 


VIb: R=CH, Fp. 214,5—215,5° (ziegelrote, rautenförmige Blättchen) 


*) Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 


Aus IIIb und Zimtaldehyd konnten wir auf dem oben an- 
gegebenen Weg den 1-Methyl-6-phenyl-hexatrien-(1.3.5)- 
carbonsäure-(1)-methylester (IV) darstellen. 

Herrn Direktor Dr. A. STEINHOFER, Badische Anilin- und 
Soda-Fabrik AG., Ludwigshafen a.Rh., sowie der Deutschen 
Forschungsgemeinschaft und dem Fonds der Chemischen 
Industrie danken wir aufrichtig für Unterstützung. 


Institut für Organische Chemie der Universität, Erlangen 
Emit Bucuta und FRANZ ANDREE 
Eingegangen am 11. September 1958 


1) Bucuta, E., u. H. ScHLESINGER: Liebigs Ann. Chem. 598, 1 
(1956). — ?) Wirttic, G., u. U. ScHöLLKoPF: Chem. Ber. 87, 1318 
(1954). — Experientia [Basel] 12, 47 (1956). — ?) ZIEGLER, K., 
A. SpAtu, E. ScHAAF, W. SCHUMANN u. E. WINKELMANN: Liebigs 
Ann. Chem. 551, 80 (1941). — *) InHOFFEN, H.H., O. IsLER, G. v. 
DER Bey, G. Rasp£, P. ZELLER u. R. AHRENS: Liebigs Ann. Chem. 
580, 7 (1953). — 5) IsLeR, O. u. Mitarb.: Helv. chim. Acta 40, 
1242 (1957). 


The Mercury(II)-2-4-Dihydroxybenzoic Acid Complex 


2-4-Dihydroxybenzoic acid (f-resorcylic acid) has been 
reported as a colorimetric reagent for the detection of iron and 
titanium!),?), Preliminary experiments showed that mercu- 
ry(II) forms a sparingly soluble complex with the 


Ba above reagent. The present work refers to a com- 

OH position study of the mercury (II)-2-4-dihydroxy- 
Se, benzoic acid complex. 

OH An aqueous solution of mercury (II) acetate 


was prepared and its mercury content ascertained by 

the Volhard method. 2-4-Dihydroxybenzoic acid (Eastman 
Kodak Chemicals) was dissolved in 50% ethanol to give an 
approximately 1M solution. To an aliquot portion of the 
mercuric acetate solution taken in a 400 ml beaker, an 
excess of the reagent was added and the precipitate allowed 
to stand overnight. It was filtered through a sintered glass 
Gooch crucible, washed with 50% ethanol and dried to con- 
stant weight. A typical set of results are entered in Table 1. 
The experimental results show that mercury forms a 
complex in a 1:1 ratio. It appears that the mercury atom is 
linked between the carboxyl and the «-hydroxyl groups. 
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Table 1. Weight of Hg(II)-2-4-dihydroxybenzoic acid complex (g), 
calculated on the basis of 1:1 ratio and found 
| | | | 





Caled. 


0-0708 | 0:1062 | 01416 | 01770 | 0-2832 | 0:3540 
Found 0:0714 01048 01425 0:1722 | 0:2784 | 0.3540 
Diff. . | 0:0006 | 0:0014 | 0-0009 | 0:0048 | 0-0048 nil 


| 


Either the «-hydroxyl group coordinates together with a salt 
forming link from the carboxyl group or both the linkages are 
salt forming. Further work on the physico-chemical aspects 
of the mercury complex and its utility in the separation and 
gravimetric determination of mercury is in progress. 

The authors express their indebtedness to Dr. PHILip 
W. West, Boyd Professor.of Chemistry, for encouragement 
and providing the laboratory facilities. 


Coates Chemical Laboratories, Louisiana State University, 
Baton Rouge, La., USA 
AnıL K. MUKHERJI and BHARAT R. SANT 
Eingegangen am 13. Oktober 1958 


1) Das Gupta, P.N.: J. Indian Chem. Soc. 6, 763, 855 (1929). — 
2) LARNER, J.L., and Wm. E. Trout jr.: Va. J. Sci. 3, 13 (1942). 


Eine Partialsynthese des „all“-trans-Methyl-bixins 


Dem 4-Brom-penten-(2)-säure-methylester (I), über dessen 
Darstellung und Verwendung für Reformatzky-Synthesen 
Bucuta und BURGER!) vor 6 Jahren berichtet haben, kommt 
als C,-Endstück für die Partialsynthese des Methyl-bixins (V) 
besondere Bedeutung zu. BURGER?) hat auf die Möglichkeit 
des Aufbaues von V durch Reformatzky-Synthese des damals 
noch unbekannten, durch die Arbeiten von IsLER u. Mit- 
arb.3) jetzt jedoch sehr leicht zugänglichen 4,9-Dimethyl- 
dodecapentaen-(2.4.6.8.10)-dials-(1.12) (IV) mit I hingewiesen. 


Tabelle 1. Eigenschaften der DH A-di-Ester 








Substanz | Fp Lésungsmittel | [&]p in Methanol 
DHA-di-Acetat 256,5° Prismen aus —38,4° 
Benzol; CHCl, (24°; c=0,18) 
DHA-di-Butyrat 80—1° Blattchen aus | — 34,2° 
Athanol/H,O; | (21°; c= 0,56) 
n-Butanol 
DHA-di-Benzoat 181—2° Nadeln aus + 26,0 
Benzol/Ligroin; | (24°; c= 0,16) 
Methanol | 
DHA-di-Cinnamoat | 130—2° kristallin aus 


+9,2 
CCl; n-Butanol | (21°; ¢=0,07) 


Tabelle 2. Bestimmungen des Molekulargewichts der Bis-DHA 
und ihrer Ester 

















Molekular- 
Substanz gewicht | Lösungsmittel Methode 
ber. gef. 
Tetraacetyl- 258,18 | 546 Benzol Ebullioskopie 
bis-DNA 509 Kampfer Rast 
Tetrabutyryl- | 314,28 621 Kampfer Rast 
bis-DHA 660 | Dimethylsulfoxyd | Kryoskopie 
Tetrabenzoyl- [382,31 | 760 Kampfer Rast 
bis-DHA | 
Tetracinnamoyl- | 434,38 | 851 Kampfer Rast 
bis-DHA } 
Bis-DHA**) [174,11 | 324 | Dimethylsulfoxyd| Kryoskopie 


mangelnde Löslichkeit in den meisten organischen Lösungs- 
mitteln ließen eine Auffassung im Sinne einer hochmolekularen 
Form wahrscheinlich werden!"3); so 


Be a F sollte die intramolekulare Halbketal- 
H,CO,C—CH=CH —CH—Br + P(C,H;); — |H,CO,C-CH=CH—CH—P(C,H;),| Br” bindung zwischen der 2-ständigen 
I II Fp. 166—167°*) farblose Kristalle Keto- und etwa der 6-ständigen Hy- 
di droxylgruppe die Vorstufe einer Poly- 
—HBr 5 merisationsreaktion sein. 


| 
—— H,CO,C—CH=CH—C=P(C,H;), 
III Fp. 173° gelbe Blättchen 
CH, 
\ 
CH. Cc CH CH. CH. 
OV ggg N tg a eae 


i 
IV CH, 


21 + OHC 


CH, CH, 
! 


‚cH ; 
H,co,c’ cH” 
f 
CH, 
V Fp. 198—198,5° blauviolette Kristalle 
*) Alle Schmelzpunkte sind unkorrigiert. 


Recht einfach gestaltet sich die Partialsynthese von V, 
wenn man 2Mol [4-Carbomethoxy-buten-(3)-yliden-(2)]- 
triphenyl-phosphoran (III) mittels einer Wittig-Reaktion®) an 
das C,,-Mittelstiick IV angliedert, wie wir gefunden haben. 
III gewinnt man durch Kondensation von I mit Triphenyl- 
phosphin zum [4-Carbomethoxy-buten-(3)-yl-(2) ]-triphenyl- 
phosphonium-bromid (II) und anschlieBende Abspaltung von 
Bromwasserstoff mit Natronlauge in wäßriger Lésung‘). 


Institut für Organische Chemie der Universität, Erlangen 
Emit BucHTA und FRANZ ANDREE 
Eingegangen am 11. Oktober 1958 


1) BucHTA, E., u. K. Burger: Liebigs Ann. Chem. 576, 155 
(1952). — *) BURGER, K.: Diss. Erlangen 1952. — §%) IsLEr, O., 
H. Gutmann, H. LinpLAR, M. Montavon, R. RÜEGG, G. RysEr u. 
P. ZELLER: Helv. chim. Acta 39, 463 (1956).— *) Vgl. dazu Ister, O., 
H. Gutmann, M. Montavon, R. RÜEGG, G. RysER u. P. ZELLER: 
Helv. chim. Acta 40, 1242 (1957); s. a. BucHTa, E., u. F. ANDREE: 
Naturwiss. 46, 74 (1959). 


Zur Konstitution der L-Dehydroascorbinsäure 


Die für eine 2,3-Diketostruktur auffällige Farblosigkeit 
der festen, wasserfreien L-Dehydroascorbinsäure (DHA) hat 
zu vielfachen Vermutungen über ihre Konstitution geführt. 
Ihr relativ hoher Zersetzungspunkt (225 bis 227° C) und die 


CHO 


I 
c ‚cH Cc CH. CH. CH. CH 
MR aaa Snake’. Wet a et I 


Die Untersuchung der leicht zu- 
gänglichen Di-Ester der DHA (Ta- 
belle 1) zeigte nun, daß diese eine 
dimere Struktur besitzen (Tabelle 2). 
Wie die DHA sind auch sie farblos 
und überdies stark hydrophob. 

Die doppelten Molekulargewichte 
kommen, wie spektrographische Mes- 
sungen im UV bestätigten, nicht durch 
reversible Assoziationen zustande, denn 
das Beersche Gesetz bleibt bei ver- 
schiedenen Verdünnungen der Meß- 
lösungen erfüllt. 

Schwierig war es zunächst, für die 
wasserfreie DHA ein Lösungsmittel zu 
finden, das Molekulargewichtsbestimmungen erlaubt. Dieses 
bot sich schließlich im Dimethylsulfoxyd*) an; es ist zwar hy- 
groskopisch und keinesfalls ein ideales Medium, doch reicht 
die Genauigkeit der Messungen aus, um eine eindeutige Ent- 
scheidung zu treffen, daß auch die wasserfreie DHA dimole- 
kular ist. Sie wird daher folgerichtig als Bis-Dehydroascorbin- 
säure zu bezeichnen sein. 

Es darf angenommen werden, daß bei den Veresterungen, 
bei ‘denen Essig- bzw. Buttersäureanhydrid und Benzoyl- 
bzw. Cinnamoylchlorid in trockenem Pyridin verwendet 
wurden, keine strukturellen Änderungen auftreten. Daher 
kann geschlossen werden, daß in der Tat die DHA nicht die 
meistens angenommene Konstitution des y-Lactons der 2,3- 
Diketogulonsäure besitzt, sondern daß eine Struktur vorliegt, 
welche die 2,3-ständigen chromophoren Ketogruppen nicht 
mehr enthält. 

Soweit wir bisher sehen, liefert eine sich aus zwei DHA- 
Molekeln aufbauende Dioxanstruktur (dimeres Lactolid) die 
beste und an anderer Stelle eingehend zu begründende Er- 
klärungsmöglichkeit für die beobachteten Eigenschaften. 
Durch sie wird die auffällige Löslichkeit in 80 %iger Schwefel- 
säure oder in 70%iger Perchlorsäure erklärt sowie die Fäll- 
barkeit der unveränderten Verbindung durch Äther-Acetou 
aus diesen Lösungen. Die Analysen der aufgenommenen 
UV- und UR-Spektren geben überdies keinerlei Hinweis auf 
das Vorliegen von Ketogruppen, die nicht der Lactonfunktion 


5* 


—20P(C.Hs)s 
— 


CH CO,CH, 


1 
CH, 
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angehören. Mit Triphenylchlormethan tritt keine Reaktion 
ein, nach HELFERICH ein Hinweis, daß keine primären Hy- 
droxylgruppen in der Bis-DHA-Molekel vorhanden sind. 

Für die Auffassung der Bis-DHA als Dioxanderivat 
spricht das analoge Verhalten von «-Oxyaldehyden, bei 
denen über die primäre Bildung von Epoxyden Dimerisierung 
der Grundmolekel zu Dioxanderivaten angenommen wird. 

Institut für Therapeutische Chemie der Universität, Mainz 

H. ALBERS und E. MÜLLER 

Eingegangen am 31. Oktober 1958 

*) Dimenthylsulfoxyd wurde uns freundlicherweise von der 
„Union Rheinische Braunkohlen Kraftstoff AG“ überlassen, Der 
Wert der Gefrierpunktskonstanten wurde empirisch mittels meso- 
Inosit (4.26), Diacetonalkohol (4,88), L-Ascorbinsäure (4,57), trans- 
Zimtsäure (4,10) und Tetraacetyl-bis-DHA (4,17) zu 4,40 (+0,50) 
bestimmt. 

**) KARRER, P. u. Mitarb.: Biochem. Z. 258, 14 (1933) be- 
stimmten das Molekulargewicht der DHA nach BArGER-RAST zu 
186. Wir fanden, daß Bis-DHA in Kampfer sehr schwer löslich ist 
und daß sich die Schmelzen mit DHA unter Zersetzung gelbbraun 
färben. 

1) Kenyon, J., u. N. Munro: J. Chem. Soc. [London] 1948, 
158. — ?) E1stert, B.: Z. angew. Chem. 66, 160 (1954). — ?) EULER, 
H. v., u. B. Eıstert: Chemie und Biochemie der Reduktone und 
Reduktonate, S. 225. Stuttgart: Ferdinand Enke 1957. 


The Synthesis of Chrysoeriol (3’-methyl ether of Luteolin) 
and Homoeriodictyol (5,7,4-trihydroxy-3’-methoxy flavanone) 


During the course of the study of the anthoxanthin 
glycosides from Indian celery seeds (Apium graveolens)!), the 
identity of chrysoeriol (V) had to be confirmed. This compound 
had earlier been synthesized by RoBINSON et al.?) by the well 
known Allan-Robinson synthesis. Chrysoeriol (V) was there- 
fore prepared by the method adopted by RoBinson et al?) as 
well as by a different route via homoeriodictyol (IV) given 
below. 

Phloroglucinol (I) has been condensed with carbethoxy 
ferulyl chloride (II) in presence of aluminum chloride (an- 
hydrous) in dry ether and yielded 2’, 4’, 6’-trihydroxy-4-carb- 
ethoxy-3-methoxy chalcone (III) which could not be obtained 
in crystalline form but responded to the usual chalcone tests. 
The crude chalcone (III) was subjected to cyclisation with 
a mixture of alcohol and sulphuric acid for 48 hours when it 
yielded a product which gave a salmon pink colouration both 
with magnesium and hydrochloric acid and sodium amalgam 
followed by acidification. All attempts to purify the sub- 
stance by crystallization failed and therefore its purification 
undertaken through chromatography on alumina ‚Merck“ 
(Brockmann). This resulted in the separation of three distinct 
substances. One of them was identified as homoeridictyol (IV), 
m. p. 220,5 to 22,5° [cf. SuınopA and Sato’) m. p. 224 to 5°; 
RusseL and Topp‘) m. p. 219 to 20°]?). 


HO OH 
See _-OCH, 
ara CIOCHC=HC—? NOC00C,H, —> 
ER We 
OH 
I II 
_OCH, 
HO~ OH „CH— 0cooc,H, 
; : 
i 
OH III 
OCH; OCH, 
[0] — 
HO” ~~ ™— —OH he Fe aga ee” \o 
| Me > | | er. 
\ ‘CH, ) 
ee SNe 
OH O OH O 
IV V 
The flavanone, homoeriodictyol (IV) was subjected to 


oxidation with sodium acetate and iodine in alcoholic solution 
and the product so obtained chromatographed on alumina 
when it yielded a yellow substance. The yellow substance was 
identified as chrysoeriol (V) by along side paper chromato- 
graphy (ascending) with authentic samples obtained by the 
synthesis of RoBınson et al.?) and from apium graveolens}), 5) 
using Whatman filter paper No. 1 and butanol: acetic acid: 
water (40:10:50) (R, 0,91) and acetic acid: water (60:40) 
(R; 0,72) as solvant mixtures. The spots were revealed by 
examination in u. v. light, u. v. light and ammonia vapours 


and spraying with sodium carbonate solution. The flavone (V) 
on acetylation and crystallization with ethyl acetate gave 
colourless, crystalline shining needles identified by melting 
and mixed melting points with an authentic sample of chryso- 
eriol acetate. 

All melting points have been taken on Koflers block. 

Department of Chemistry, Muslim University, Aligarh 
(India) 

M. O. Faroog, I. P. VARSHNEY, W. RAHMAN 
and P. C. GANGWAR 


eal Eingegangen am 5. November 1958 


1) Faroog, M.O., S.R. Gupra, M. Kıamuppın, W. RAHMAN 
and T.R. Sesuaprı: J. Sci. Ind. Res. India B 12, 400 (1953). — 
2) Lovecy, A., R. Rosinson and S. SuGasawa: J. Chem. Soc. 
[London] 1930, 817. — 8) SHinopa, J., and S. Sato: J. Pharmac, 
Soc. Japan 49, 6470 (1929). — Chem. Abstr. 23, 4210 (1929). — 
4) Russet, A., and J. Topp: J. Chem. Soc. [London] 1937, 421. — 
5) Faroog, M. O., I. P. VARSHNEY and W. RAHMAN: Naturwiss. 45, 
265 (1958). 


Die Verwendung von Zn**-Ionen bei der Herstellung 
gereinigten und konzentrierten Antitoxins durch enzymatische 
Hydrolyse 

Heutzutage wird die Reinigung und Konzentrierung von 
zum therapeutischen Gebrauch bestimmten antitoxinhaltigen 
Sera im allgemeinen durch enzymatische Abbauverfahren 
bewerkstelligt. Die in der Industrie angewandten Methoden 
sind jedoch langwierig (Dialyse, usw.) und begiinstigen da- 
durch die bakterielle Verunreinigung der bearbeiteten Sera, 
was wieder in manchen Fällen das Auftreten von pyrogenen 
Stoffen zur Folge hat. In der Hoffnung, ein Reinigungs- 
und Konzentrierungsverfahren antitoxinhaltiger Sera durch 
enzymatische Hydrolyse zu entwickeln, das die oben erwähn- 
ten Nachteile ausschließt, haben wir in den letzten Jahren, 
durch die Arbeiten über die Eiweißfraktionierung mit Schwer- 
metallen!-®) angeregt, die Wechselwirkung zwischen Zn®*- 
Ionen und den verschiedenen Eiweißkomponenten, die in den 
antitoxischen Sera nach der Proteolyse auftreten, zu erfor- 
schen versucht. 

Die bei diesen Untersuchungen angestellten Beobach- 
tungen haben es uns ermöglicht, eine Methode zur Herstellung 
von gereinigten und konzentrierten antitoxinhaltigen Sera 
auszuarbeiten, der ein neues Prinzip zugrunde liegt und welche 
folgende Hauptabschnitte umfaßt: 

1. Proteolyse des antitoxischen Serums. 

2. Fraktionierung des Proteolysates durch die kombinierte 
Wirkung von Zn?*-Ionen und des thermischen Faktors in An- 
wesenheit von Phenol. (Das Nativserum wurde zu Beginn 
mit 0,25 g Phenol pro 100 ml Serum versetzt.) Nach Beendi- 
gung der Proteolyse wird auf py = 7,0 eingestellt und soviel 
einer 10%igen Zn (CH,-CO,), : 2H,O-Lésung hinzugefügt, daß 
im System eine Konzentration von 0,17 g Zn(CH,-CO,), pro 
100 ml erreicht wird. Nun Einstellung auf py = 6,25 und Er- 
wärmen der Proben auf 58°C. Nach 45 min langer Belassung 
bei dieser Temperatur wird der inzwischen gebildete Nieder- 
schlag durch Abzentrifugieren entfernt. Der Überstand wird 
auf py = 7,8 gebracht [Bildung von Zn(OH), in statu nascendi] 
und nach 2 Std Stehen bei + 4° C zentrifugiert. 

3. Entfernung der Zn**-Ionen mit Hilfe eines Ionenaus- 
tauschers, so daß die Endkonzentration des Zn im gereinigten 
und konzentrierten Serum den Vorschriften für injizierbare 
biologische Präparate entspricht. 

4. Die Isolierung des Antitoxins durch eine einfache Fäl- 
lung mit Äthanol bei — 5° C. Die Endkonzentration des Atha- 
nols im System betrug 37,5% (v/v) und die Temperatur des 
Gemisches — 5 bis — 7°C. 

5. Entfernung der Äthanolreste aus dem Niederschlag 
durch Gefriertrocknung, Lösung des lyophilisierten Präpara- 
tes in physiologischer NaCl-Lösung, Einstellen des py auf 7,0 
und Entkeimung durch Filtration. 

Die Dauer dieses Reinigungs- und Konzentrierungsver- 
fahrens antitoxinhaltiger Sera beträgt ungefähr 72 Std; das 
Fertigpräparat ist den Vorschriften entsprechend unschädlich 
und frei von pyrogenen Stoffen. 

Bei nach dem beschriebenen Verfahren hergestellten ge- 
reinigten und konzentrierten Diphtheriesera gelang eine An- 
reicherung der AE pro mg Eiweiß-N zwischen 1,81 und 2,24 
mit einem Durchschnittswert von 2,03, eine Konzentrierung 
der Sera von 2,3 bis 3,2, im Durchschnitt 2,8 (bei einer maxi- 
malen Konzentration von 12 g Eiweiß pro 100 ml der gereinig- 
ten und konzentrierten Sera), mit einer Ausbeute von 51,7 
bis 64,0%, im Durchschnitt 56,5%. 
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Ähnliche Ergebnisse wurden bei der Reinigung von 
Perfringenssera erzielt. f 


_ Institut „Dr. I. Cantacuzino‘‘, Abteilung für Immunchemie, 
Bukarest 
I. FLECHNER, G. SZEGLI und ECATERINA TOMA 


Eingegangen am 31. Oktober 1958 





1) Conn, E.J.: Blood Cells and Plasma Proteins. New York: 

Academic Press INC 1953. — *) Epsa.i, J.T.: Exposés ann. Bio- 
chim. Med. 18, 87 (1956). — *) Lever, W.F., F.R.N. Gurp, E. URo- 
MA, R.K. Brown, B.A. Barnes, K.Scumip u. E.L. Schutz: 
J. Clin. Invest. 30, 99 (1951). — *) TAayLor, H.L., F.C. Boom, 
K.B. McCaır u. L.A. Hynpmar: a) J. Amer. Chem. Soc. 78, 1353 
(1956). — b) (mit H.D. AnpErson): J. Amer. Chem. Soc. 78, 
1356 (1956). — ®) TorBan, M.A., u. T.V. KonpRAsHKOvA: Biochimia 
22, 460 (1957). 


Über die Cholesterinesterase bei Corynebakterien 


Beim Arbeiten mit zwei Stämmen von Corynebakterium 
spec. aus dem menschlichen Genitale war aufgefallen!), daß 
sich auf serumhaltigen Agarnährböden bald nach Beimpfung 
Cholesterinkristalle bildeten. Wenn man diese Keime auf 
reinem oder verdünntem Serum wachsen läßt, so steigt das 
freie Cholesterin stark an, und ein großer Teil der Ester ver- 
schwindet. Die Gesamtmenge verändert sich nicht. 

Verschiedene Cholesterinester wurden mit gewaschenen 
Corynebakterien inkubiert. Zur Emulgierung der Steroide 
benutzten wir zuerst Taurocholsäure und Albumin?). Die 
Bestimmung von Cholesterinestern neben freiem Cholesterin 
erfolgte nach chromatographischer Trennung. Eine Ver- 
esterung von Cholesterin und Fettsäuren wurde teilweise mit 
C!4-markiertem Cholesterin gemessen. Hierbei zeigte sich, 
daß sowohl Cholesterinester gespalten wie auch aus den 
Komponenten wieder Ester synthetisiert wurden. Wir ver- 
folgten nun die Spaltung mit der manometrischen Methode 
von KORZENOVsKY®). Um Retentionsbestimmungen zu ver- 
meiden, versuchten wir, als Lösungsvermittler die Tweene zu 
verwenden®). Dabei stelite sich heraus, daß Tweene wesentlich 
schneller hydrolysiert werden als Cholesterinester. Daher 
wurde die Spaltung verschiedener Ester und Fette titrime- 
trisch verfolgt. Neben den Tweenen wurde auch Tributyrin 
ziemlich rasch gespalten. Die Hydrolyse und Synthese von 
Cholesterinestern verlief aber so langsam, daß sie auf diese 
Weise nicht gemessen werden konnte. 

Die in der Leber) und im Pankreas®) vorhandenen Fer- 
mente, die ebenfalls Cholesterinester spalten und aufbauen 
können, arbeiten ähnlich langsam. Es hat daher nicht an 
Versuchen gefehlt, diese Fermente anzureichern®) oder zu 
aktivieren®). Nach mechanischem Aufschluß war es möglich, 
das Cholesterinester spaltende und aufbauende System aus 
den Corynebakterien 6 bis 8mal anzureichern. 

Zur Prüfung der einzelnen Fraktionen erwies sich die 
turbidimetrische Methode®) als sehr vorteilhaft. Die ange- 
reicherte Cholesterinesterase enthielt immer noch lipolytische 
Aktivität. Es ist nicht ganz klar, ob hier eine Esterase vor- 
handen ist, die auch Tributyrin spalten kann. Die Wirkung 
auf Tweene und Tributyrin blieb nämlich im Verhältnis immer 
unverändert. Tweene sollen die sehr weit gereinigte Chole- 
sterinesterase aus Pankreas fast vollständig hemmen®), da- 
gegen müssen Gallensäuren anwesend sein. Bei unserem 
System war das. angereicherte Ferment jedoch auch ohne 
Gallensäuren aktiv. In diesem Falle wurde als Emulgator 
Polyoxyäthylenlauryläther (Brij 35) verwendet. Bei der Spal- 
tung von Monoestern, wie sie die Tweene darstellen, hemmte 
bei unseren Versuchen hingegen Taurocholsäure. 

Das Gleichgewicht bei der Hydrolyse und Synthese von 
Cholesterinestern wurde bei äquimolaren Mengen Sterol und 
Fettsäure mit dem angereicherten Enzym nach etwa 12 Std 
erreicht. Hydrolysiert wurden etwas über 30% der Ester, 
synthetisiert etwa 25%. Dies System scheint nicht spezifisch 
für eine bestimmte Fettsäure zu sein, da Capron-, Cypryl-, 
Palmitin- und Ölsäureester gebildet wurden. 

Eine ausführliche Veröffentlichung wird im Zentralblatt 
Bakteriologie I. Orig. erscheinen. 


Abteilung für Serologie und Mikrobiologie der Deutschen 
Forschungsanstalt für Psychiatrie (Max-Planck-Institut), 
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Über ein neues wasserlösliches Mutterkornalkaloid 

Bei der papierchromatographischen Auftrennung von 
Alkaloiden aus Roggenmutterkorn konnte bei Anwendung 
unseres Verfahrens!) unter Verwendung von Breitkeilstreifen?) 
in der wasserlöslichen Fraktion ein neues Alkaloid aufgefunden 
werden. Dieses wandert bei einem Lösungsmittelgemisch 
Ather-Aceton-Wasser in der Zusammensetzung 2:4:2 zwischen 
Ergometrinin und den wasserunlöslichen Alkaloiden?) (R;- 
Werte: neues Alkaloid 0,77, Ergometrinin 0,69, Ergometrin 
0,59, Lysergsäure 0,44, Ergotamin 0,87, Schleicher-Schüll- 
Papier 2043b). Im Gegensatz zu den Lyserg- und Isolyserg- 
säurealkaloiden weist die neue Verbindung auf dem Papier 
wie auch in wäßrig-weinsaurer Lösung bei Anregung mit 
UV-Licht keine Fluoreszenz auf. Sie reagiert jedoch unter 
Blaufärbung mit p-Dimethylaminobenzaldehyd-Reagenz. In 
dieser Hinsicht wie auch im papierchromatographischen Ver- 
halten ähnelt die Verbindung somit dem nur um ein geringes 
schneller wandernden Lumi-Ergotamin, mit dem es jedoch 
nicht identisch ist. Das vom Papier eluierte Alkaloid gibt 
außerdem die Kellersche Ringreaktion und Fällungen mit 
Mayers Reagenz, DRAGENDORFFs Reagenz, Phosphorwolfram- 
säure und REINECKE-Salz-Lésung. Die Base ist wasserlöslich 
und daher im Gegensatz zu den Peptidalkaloiden mit Am- 
moniakflüssigkeit aus weinsaurer Lösung nicht ausfällbar. Das 
Fehlen der Fluoreszenz deutet möglicherweise auf eine Ver- 
bindung hin, der die konjugierte Doppelbindung zum Indol- 
kern der Lysergsäurederivate fehlt. Das Absorptionsspektrum 
des Farbsalzes mit p-Dimethylaminobenzaldehyd entspricht 
dem der Lumi- bzw. Dihydroverbindungen. Das Alkaloid ist 
mit Aceton, Methylenchlorid, Chloroform aus der Droge extra- 
hierbar und kann auf diese Art zur Papierchromatographie 
gebracht werden. Die Menge der Base wird papierchromato- 
graphisch zweckmäßig nach vorheriger Abtrennung der wasser- 
unlöslichen Alkaloide bestimmt. Bisher wurden 30 Muster 
Wildmutterkorn aus verschiedenen Gebieten Deutschlands 
sowie Zuchtmutterkorn überprüft. In allen Fällen ließ sich 
die fragliche Base nachweisen. Die Anteile derselben sind 
keinesfalls unbeträchtlich. In 23 Drogen wurden die auf- 
getrennten wasserlöslichen Alkaloide einzeln bestimmt. Der 
Anteil des neuen Alkaloids ergab sich zu 9 bis 45%, durch- 
schnittlich 23% der wasserlöslichen Alkaloide (ber. auf Ergo- 
metrin). Die in den letzten Jahren aufgefundenen Alkaloide 
unterscheiden sich in ihren chemischen Eigenschaften (Nach- 
weisreaktionen, Fluoreszenz, Löslichkeit, papierchromato- 
graphisches Verhalten) zum Teil erheblich von der erörterten 
Base. Eine etwaige Identität mit Alkaloid X ®),*), welches 
bisher lediglich in Kulturlösungen und japanischem Gräser- 
mutterkorn sowie in einer Probe spanischem Roggenmutter- 
korn nachgewiesen wurde, ist jedoch mit Sicherheit noch nicht 
auszuschließen. Da Chromatogramme oftmals nur unter 
UV-Licht ausgewertet werden, entzieht sich das Alkaloid 
dem Nachweis. Es wird außerdem mit den üblichen einfachen 
Streifen bei den meisten papierchromatographischen Verfah- 
ren mit Ergometrin bzw. Ergometrinin miterfaßt. Das dürften 
auch die Gründe dafür sein, daß Hinweise auf die erörterte 
Base in der Literatur unseres Wissens nicht zu finden sind. 
Arbeiten zur endgültigen Charakterisierung derselben sind 
eingeleitet. 

Fräulein W. KRETSCHMER danke ich auch an dieser Stelle 
für ihre zuverlässige Hilfe. 


Pharmazeutisches Institut der Humboldt-Universität, Berlin 


R. Voict 
Eingegangen am 25. Oktober 1958 
1) Voict, R., u. F. Wess: Pharmazie 13, 212 (1958). — ?) VoıGT, 
R.: Pharmazie 13, 297 (1958). — ?) ABE, M., u. S. YAMATODANI: J. 
Agric. Chem. Soc. Japan 28, 501 (1954). — *) ABE, M., T. YAMmAno, 
Y. Kozu u. M. Kusumoto: J. Agric. Chem. Soc. Japan 29, 697 
(1955). 


Der Einfluß der Temperatur auf Konzentrations-Wirkungsbeziehungen 

Da für die Ermittlung der Toxizität einer Anzahl von 
Pharmaka an Maus und Frosch der Temperatur eine entschei- 
dende Bedeutung zukommt!), muß dies auch für die Bestim- 
mung von Konzentrations-Wirkungskurven an Gewebsaktivi- 
täten (wie z.B. der Zellatmung) zutreffen. Aus diesem Grunde 
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wurde die Wirkung von 4,6-Dinitro-o-kresol (DNOC) im Kon- 
zentrationsbereich 10”* bis 10°® M auf den Sauerstoffverbrauch 
der Leber der Maus und des Frosches im Temperaturbereich 
17,5 bis 37,5° C studiert. Messung der Gewebsatmung nach 
dem indirekten Verfahren von WARBURG über 3 Std; DNOC 
wurde nach 1 Std zugesetzt. 

Die Konzentrations-Wirkungskurven zeigen (Fig. 1, A, B), 
daß an der Mausleber die bei tieferen Temperaturen noch 
beträchtlichen Steigerungsphänomene (zwischen den Konzen- 
trationen 10-5 und 5 - 10°®M) mit Temperaturerhöhung ver- 
schwinden, dagegen an der Froschleber mit Erhöhung der 
Temperatur deutlicher werden. Bei gewissen Temperaturen 
liegt daher über dem gesamten Konzentrationsbereich ent- 
weder nur Aktivierung oder nur Hemmung (bzw. Einfluß- 
losigkeit) vor und damit scheinbar eine andere Konzentrations- 
Wirkungsbeziehung. 

Im Sinne der Theorie von JOHNSON?) und neuerer Resul- 
tate über die Temperaturwirkung auf die Gewebsatmung?) 
müssen jedoch die Änderungen der Konzentrations-Wirkungs- 
beziehungen mit der Temperatur — wie die Temperatur- 


Eine Methode der Roller-Röhrchen-Kultur 
für die quantitative Untersuchung des Stoffumsatzes in vitro 


Die Bestimmung von Aufnahme und Umsatz definierter 
Substanzen durch explantierte Gewebe ist, besonders bei ver- 
gleichenden Untersuchungsreihen, mit einer Anzahl von 
Fehlerquellen belastet. Neben der Schwierigkeit, in der 
Größe vergleichbare Explantate zu gewinnen oder diese 
Schwankungen durch die Zahl auszugleichen, besteht die 
Schwierigkeit, exakt gleiche Medien in gleicher Menge an die 
Explantate heranzubringen. Untersuchungen über den Stoff- 
umsatz werden daher mit Vorliebe an Suspensionskulturen 
ausgeführt. Abgesehen davon, daß nicht alle Gewebe der 
Suspensionskultur zugänglich sind, ist häufig gerade die Unter- 
suchung organisierter Gewebe und die gegenseitige Beeinflus- 
sung verschieden differenzierter Zellarten im explantierten 
Gewebe Kernpunkt der Fragestellung. 

Die Roller-Réhrchen-Methode (roller-tube) erlaubt es, 
mehrere Explantate im gleichen Medium über längere Zeit- 
räume zu kultivieren. Bei der üblichen Anordnung der 
Gewebestücke, entlang der Röhrchenwand oder 
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auf einem oder mehreren eingeschobenen Deck- 
gläschen in Längsrichtung des Réhrchens verteilt, 
werden die Explantate infolge der notwendigen 
Neigung des Rollers von einem verschieden hohen 
Flüssigkeitsspiegel benetzt. Untersuchungen über 
die Größe der Aufnahme von mit Isotopen mar- 
kierten Verbindungen ergaben an explantierten 
Geweben in Abhängigkeit von der Stellung des 
Explantates im Röhrchen erhebliche Schwan- 
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kungen. 

Eine Modifikation der Roller-Technik hat 
sich fiir die quantitative Untersuchung des Stoff- 
umsatzes gut bewährt. Im vorderen Drittel des 
Roller-Röhrchens wird eine zylindrische Er- 
weiterung eingefügt. Nur in diesem erweiterten 
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Fig. 1. 


25:0 50° 10° 
Konzentrations-Wirkungsbeziehungen beim 
Atmung der Leber der normal ernährten Maus (A) und des Winterfrosches (B). 
Abszisse: Molare Konzentration DNOC. Ordinate: Prozentuale Aktivität, 100% 
Durchschnitt des Qo, der 2.und 3. Std ohne Zugabe von DNOC, 
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wirkung überhaupt — als quantitative Verschiebungen von 
Gleichgewichten verstanden werden, welche an den Enzymen 
zwischen aktivem und inaktivem Zustand existieren. Nun 
weisen die beobachteten Änderungen der Konzentrations- 
Wirkungsbeziehungen unter Temperatureinfluß sehr weit- 
gehende Ähnlichkeiten zu jenen auf, die an der Zellatmung 
unter dem Einfluß verschiedener Pharmaka beobachtet wer- 
den konnten, aber als Reaktions-Typen der Zellatmung be- 
schrieben worden sind®). Es ist daher wahrscheinlich, daß 
auch diese sog. Reaktionstypen auf quantitative Verschiebun- 
gen zwischen Enzymen zurückgeführt werden können. Diese 
Möglichkeit geht aus der Kinetik stoffwechselnder Systeme 
hervor), an welchen sich bei Gegenüberstellung der quanti- 
tativen Wirkung (z.B. molare Konzentration) mit den pro- 
zentualen Reiz-Antworten, unabhängig vom primären bio- 
chemischen Angriffspunkt, die gleichen Reaktionen einstellen. 
Die Ursache dafür liegt in den ,,master reactions‘‘°), d.h. 
limitierenden Reaktionsschritten, die selbst nur beschränkte 
Möglichkeiten zu Veränderungen (etwa im Sinne von Gleich- 
gewichtsverschiebungen an Enzymen) besitzen und deren 
Auswirkungen auf das Gesamtsystem daher gleichfalls be- 
schränkt sind. Weil alle an irgendeiner Stelle des Systems 
angreifenden Einflüsse die ,, master reactions“ passieren müs- 
sen, werden die Wirkungen auf das Gesamtsystem in uniformer 
Weise ‚‚transformiert‘‘. Dies gilt sowohl für die Temperatur- 
wirkung wie für die Beeinflussung der Gewebsatmung durch 
chemische Agentien, für deren Identität schon an anderer 
Stelle?) Belege erbracht worden sind. 
I. Medizinische Klinik der Universität, Wien 
A. LOCKER 
Eingegangen am 7. August 1958 

1) HıEsTAnD, W.A. u. Mitarb.: Amer. Midland. Natur. 55, 321 
(1956). — ?) Jonnson, F.H., H. Eyrinc u. M.J. PoLıssar: The 
Kinetic Basis of Molecular Biology. New York u. London 1954. — 
3) Locker, A.: Experientia [Basel] 14, 226 (1958). — Z. Natur- 
forsch. 13b, 548 (1958). — *) Merer, R., W. SCHULER u. R. KRUEGER: 
Naunyn-Schmiedebergs Arch. exp. Path. Pharmakol. 224, 206 
(1955). — 5) Burton, A.C.: J. Cellular Comparat. Physiol. 14, 327 
(1939). — BERTALANFFY, L. v.: Biophysik des FlieBgleichgewichtes. 
Braunschweig 1953. — HEARoN, J.Z.: Physiologic. Rev. 32, 499 
(1952). 


Einfluß von DNOC auf die 


50% 9* Abschnitt wird flüssiges Medium eingesetzt 
(Fig. 1). Die Explantate werden im gleichen Quer- 
schnitt an der Innenwand eines Glasrohrab- 
schnittes angesetzt. Dieser Abschnitt muß so 
bemessen sein, daß er mit Hilfe einer Pinzette 
durch das Roller-Röhrchen eingeführt werden 
kann und daß er in der Länge den Zwischenraum zwischen 
den beiden in die Erweiterung hineinragenden, überstehenden 
Enden des Roller-Röhrchens ausfüllt. Das die Kulturen 
tragende Röhrchen rotiert mit der gleichen Drehzahl wie der 
Roller, der bei dieser Methode genau waagrecht stehen kann. 
Die Bespülung aller Explantate mit der gleichen Konzentration 
und Flüssigkeitsmenge ist damit gewährleistet. Das bei längerer 














Fig. 1. Längsschnitt und Querschnitt durch das Roller-Röhrchen 


Kultur notwendige Erneuern der Nährlösung geschieht durch 
Übertragung des die Kulturen tragenden Rohrabschnittes in 
ein neues, vorbereitetes Röhrchen. Der flüssige Rückstand und 
etwa beim Umsetzen benutzte Waschlösungen werden der 
quantitativen chemischen Aufarbeitung zugänglich. Durch 
Einbringen von mehreren (bei den von uns gewählten Abmes- 
sungen etwa sechs) Explantaten in einem Querschnitt ist es 
möglich, durch Verwendung einer größeren Anzahl von Ge- 
webestücken in einem Ansatz den relativen Größenfehler zu 
verringern. 


Pathologisches Institut der Universität, München 


H. WrBaA und H. Kars 
Eingegangen am 17. Oktober 1958 


Sur le phenomene de »resynthése« de la caséine pendant la trypsinolyse 


Nous avons observé 4a l’aide de la méthode polarographi- 
que!) que pendant la digestion trypsinique de la caséine 
native il se produit un phénoméne de catalyse réversible. Il 
a été attribué a la resynthése des macromolécules partialement 
protéolysées. CHRISTENSEN?) en étudiant l’action de quel- 


ques protéases sur les divers composants de la caséine, re- 
marque qu’au début de la protéolyse a lieu un accroissement 
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de la viscosité des solutions de ß-caseine, contrairement a ce 
qui se produit avec l’x-caseine. 

En séparant a l’aide de la méthode de Hipp et al.?) les 
trois fractions, «, ß, et y de la caséine native de vache (dont 
lunité de chaque fraction a été éprouvée électrophorétique- 
ment) nous avons constaté que pendant la protéolyse de la 
trypsine, leurs réactions polarographiques sont bien différentes. 

Fig. 1 représente la variation du pouvoir de suppression 
du maximum de cobalt (chlorure cobalteux en solution 
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Fig. 1. Variation du pouvoir de 
suppression de diverses fractions 
de la caséine pendant la digestion 
a la trypsine. Solutions de la 
caséine a, ß et y. Température 
de digestion 22—23° C. py des 
solutions 7,6. Activité trypsini- 
que initiale 100 unités North- 
rop/ml. Abscisse: Temps de di- 
gestion a la trypsine (heures). — 
Ordonnée: Quantité (en mg-%) 
de caséine nécessaire A réduire A 
demi le maximum du cobalt. 
acc. = accroissement, dim, = 
diminution du poids moléculaire 





ammoniacale tampon de py = 
9,4, solution test de BRDICKA) 
pendant la trypsinolyse. 

On remarque surtout les 
oscillations de ce paramétre 
pour la ß-caseine. Comme le 
pouvoir de suppression varie 
inversement avec le poids 
moléculaire de la substance 


ß étudiée, on doit conclure que 


pendant la trypsinolyse (le 
fait est analogue aussi pour 
la pepsinolyse) il se produit 
des réactions de réarrange- 
ment moléculaire qu’on peut 
considérer comme une vraie 
action de „resynth&se‘ ou de 
transfer des molécules de la 
caséine partialement proteo- 
lysées. 

Le phénoméne ne se pro- 
duit pas avec l’x-caseine et il 
est trés peu perceptible dans 
le cas de y-caséine. Il est donc 
bien caracteristique pour la 
B-caséine et n’a pas pu étre 
mis en évidence avec d’autres 


matiéres protéiques d'origine végétale ou animale. Les solutions 
témoins, méme assez concentrées de trypsine ne le donnent pas. 


Laboratoive de Biochimie animale, Fac. Méd. Vétérinaire, 


Bucarest-Roumanie 


L.M. BURUIANA 


Eingegangen am 20. Oktober 1958 


1) BURUIANA, L.M., et V. Paviu: Naturwiss. 45, 132 (1958). — 


2) CHRISTENSEN, L.R.: Arch. Biochem. Biophys. 53, 


No 1, 128 


(1954). — 8) Hipp, N.I., M.L. Groves, I.H. Custer et T.L. McMEE- 
KIN: J. Dairy Sci. 35, No 3, 272 (1952). 
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Fig. 1. Concentrations of the 
serum lipids in the course of 
Shwartzman phenomenon. 
Vertical lines indicate the 
standard error of the mean. 
T.F. total fat; 1 total chole- 
sterol; 2 phospholipid; 3 ester 
cholesterol; 4 free cholesterol 











Lipid Changes in the Course of 
Shwartzman Phenomenon 


We have demonstrated that 
6 to 48 hours after eliciting the 
Shwartzman phenomenon the 
beta lipoprotein fraction in- 
creases in the sera of rabbits!). 
The quantitative determina- 
tion of this fraction showed an 
increase of about 200% in the 
above mentioned period. We 
estimated some other lipid frac- 
tions too in the sera of rabbits 
during the phenomenon: the 
total fat according to SwAHN, 
the free, ester and total chole- 
sterol according to SHOEN- 
HEIMER and SPERRY and the 
phospholipid according to 
SuBBA Row. We found the sig- 
nificant elevation of all fractions 
at five different intervals of time 
from 0 to 72 hours (see Fig. 1). 
The coli endotoxin used for the 
preparation or provocation of 
the phenomenon did not cause 
any significant changes in the 
lipid fractions examined. 

Considering this remarkable 
increase in lipids and that the 
animals usually did not eat 
24 hours following the pro- 


vocation, it seemed worth while to elucidate its origin. Since 
we observed a decrease in the neutral fat and a great increase 


in the free fatty acid content of the rabbit’s omentum tissue 
24 hours after the provocation, these results seem to indicate 
a discharge of fat from the fat depots. 

It is known that the increase in serum fat may be the result 
of the mobilization of fat depots by adrenaline with the in- 
crease of free fatty acids?) According to the examinations of 
STETSON®) enhanced adrenaline output may play a role in 
the pathomechanism of Shwartzman phenomenon. So it is 
possible that adrenaline in addition to its other important 
functions serves the organism by mobilizing energy rich fat 
in such a severe injury as the Shwartzman phenomenon. 

Institute of Pharmacology, Medical University, Szeged, 
Hungary 

TıBor G, KovAts, ANDREW REÖK, GEORGE LAZAR 
and STEPHEN TAKATS 

Eingegangen am 16.September 1958 

1) KovAts, T.G., A. REÖK and St. KarApy: Naturwiss. 45, 111 
(1958). — ?) Wapstr6m, L.B.: Nature [London] 179, 259 (1957). — 
3) Stetson, C.A.: J. Exp. Med. 101, 421 (1955). 


Über den Einfluß des 2-(p-Aminobenzol-sulfonamido)-pyrimidins 
(Debenal)* auf das Wachstum und auf Alterserscheinungen 
(Haarausfall, Arthrosis, Altersstar) bei Versuchstieren 


Bei Fütterungsversuchen wurde gefunden, daß ein Zusatz 
von Debenal zum Futter eine sehr auffallende Größen- und 
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Fig. 1. 


Versuch vom 11. 12. 57, Maus 99. Aufnahme am 12. 12, 57. 
Maus zu Beginn des Versuchs 





Fig. 2. Versuch vom 11. 12. 57, Maus 99. Aufnahme am 14. 1. 58. 
Dieselbe Maus 1 Monat nach Versuchsbeginn 


Gewichtszunahme sowie eine Besserung des gesamten Zu- 
standes der Versuchstiere gegenüber den Kontrollen zur 
Folge hat. 

Männliche Wistar-Inzuchtratten erhielten eine Standard- 
kost der folgenden Zusammensetzung: 1225 g Weizenmehl, 
100 g}Rohrzucker, 35 g Salzgemisch, 100 g Malzextrakt, 50g 
Magermilchpulver, 150g Sesamöl, 10g Lebertran, 330g 
Wasser. 

Das Futter wurde in Form von 15g schweren Stiicken 
verabreicht. Die Tiere nahmen pro Ratte und Tag durch- 
schnittlich etwa 7—8g Futter (= 14—16 mg Wirkstoff) auf. 
Die Kontrolltiere erhielten das Standardfutter ohne jeden Zu- 
satz. Die Versuchstiere zeigten nach 15 Monaten eine deut- 
liche Gewichtszunahme auf durchschnittlich 388 g pro Ratte 
gegenüber 311 g bei den Kontrolltieren. Besonders auffallend 
war das deutlich dichtere Haarkleid bei den mit Debenal- 
Zusatz gefütterten Tieren und die geringere Mortalität während 
des Versuchs. Ein Effekt wurde auch bei geringeren Dosie- 
rungen von 0,5 g und 0,1 g Debenal pro kg Futter noch fest- 
gestellt. 

Weitere Versuche dienten zur Klärung der Frage, ob der 
Effekt des Debenals auch bei senilen Tieren mit starken Alters- 
erscheinungen eintritt. Über 2 Jahre alte Ratten und Mäuse 
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aus Inzuchtstämmen (Wistar-Ratten und SW-Mäuse), die 
kahle Stellen im Fell, Hochbeinigkeit, krummen Rücken 
(Arthrosis) oder Altersstar zeigten, erhielten die oben erwähnte 
Standardkost mit Zusatz von 0,2% Debenal. Nach 2 Monaten 
zeigten auch diese Tiere eine auffallende Besserung des Zu- 
standes. Das Fell wurde dicht und glänzend, kahle Stellen 
verschwanden, ebenso besserte sich die Hochbeinigkeit und 
Gelenksteifheit. In manchen Fällen zeigten auch die alten 
Ratten unerwarteterweise noch Gewichtszunahmen von 25 bis 
30 g pro Tier im Laufe von 2 Monaten. 


Der gleiche Effekt wurde bei alten Mäusen beobachtet. 
Auch hier bildeten sich kahle Stellen des Felles zurück. Bei 
einigen Tieren, die an grauem Star litten, traten Aufhellun- 
gen ein. 


Im Hinblick auf die bekannte bakteriostatische Wirkung 
des Debenals wird eine Hemmung chronischer Intoxikations- 
zustände angenommen, deren Folgeerscheinungen bei alten 
Individuen im Tierversuch offenbar bis zu einem gewissen 
Grade rückbildungsfähig sind. 


Institut für experimentelle Pathologie der Farbenfabriken 
„Bayer“, Wuppertal-Elberfeld 


CHR. HACKMANN 


Eingegangen am 18. Januar 1958 


*) Warenzeichen Farbenfabriken Bayer, Leverkusen. 


The Effect of DNP (2,4-dinitrophenol) on Neuromuscular Transmission 


It has been reported by one of us (Dun) that the liberation 
of acetylcholine by nerve fibers during conduction of impulses 
correlates closely with the size of their positive afterpoten- 
tials!). In agreement with RırtcHIE and STRAUB’S observations 
in mammalian nonmedullated fibers?), he found recently that 
DNP (0:2 mM in RINGER’s fluid) also diminishes the positive 
afterpotential of the myelinated fibers of the frog nerve. 
Moreover, with the disappearance of the positive afterpoten- 
tial there is a drastic reduction in the amount of acetylcholine 
liberated by these fibers during conduction of impulses. In 
the present experiment we have investigated the effect of 
DNP on neuromuscular transmission. Frog legs were perfused 
first for half an hour with RınGer’s fluid, in half of the cases 
with DNP added in it to the concentration of 0:005 mM. 
The transmission efficiency at the neuromuscular junctions 
was then ascertained by stimulating the abdominal sciatic 
plexuses and recording the contractions of the gastrocnimius 
muscle of one leg. The perfusate, collected during 3 minutes 
of stimulation (strength maximal, frequency 1 per 2 sec) and 
2 minutes afterwards, was assayed immediately for acetyl- 
choline with frog lungs and leech muscles. We found that, 
while the amount of acetylcholine liberated during stimulation 
was reduced by DNP to a few per cent ( in some cases to about 
only 0:1%) of that usually obtainable when perfused with 
pure RINGER’s fluid, the transmission of motor impulses 
across the neuromuscular junction, as evidenced by the con- 
tractions of the gastrocnimius muscle, remained unaffected. 
Control experiments showed that DPN at the concentration 
we used does not by itself cause any contraction of the frog 
lung or leech muscle, nor does it change in any way their 
sensitivity to acetylcholine. By arterial injection of acetyl- 
choline into the perfused frog legs, it has been shown that 
DNP did not cause the establishment of any sort of barrier 
preventing acetylcholine to diffuse from the blood vessels 
to the muscle fibers. The free passage of acetylcholine in the 
reversed direction can therefore be reasonably assumed. Our 
results, thus, indicate that acetylcholine is not essential for 
neuromuscular transmission of impulses. 


We have repeated also the experiments of HARVEY 
and MacIntTosH with cat’s superior cervicle ganglion, that 
led them to the statement that synaptic transmission stops, 
when the presynaptic terminals fail to liberate acetylcholine’). 
The Ca-free Lock’s solution, which they used as perfusate, 
was found to cause repetitive antidromic discharges in the 
presynaptic fibers. These discharges are bound to collide 
with the dromic impulses which they set up by stimulating 
these same fibers. The failure of transmission they observed 
must have occurred in the presynaptic fibers rather than at 
the synapses. 


We wish to thank the Bureau of Research, American 
Osteopathic Association, for financial support. 


Department of Physiology, Kirksville College of Osteopathy 
and Surgery, Kirksville, Missouri, USA 
F. T. Dun, A.R. Harpie*) and J.E. HARDIE*) 
Eingegangen am 13. Oktober 1958 


*) Professional student part-time research fellows of National 
Institute of Health. 


1) Dun, F.T.: Proc. XXth internat. physiol. Congr., p. 259—26 
(1956). — ?) Rircuie, J.M., and R.W. Straus: J. Physiology 136, 
80—97 (1957). — %) Harvey, A.M., and F.C. MacIntosn: J. 
Physiology 97, 408—416 (1940). 


Histochemical study of the RNA activity during the regeneration of the 
superficial plasma of the egg of Melasoma populi L. (Coleoptera) 


Recent cytochemical researches have suggested the existence 
of a link between the accumulation of the ribonucleic acid 
in the cytoplasm of the cell and protein synthesis. High 
concentration of RNA in regenerating tissues and developing 
embryos is well known. Jura!) has reported regeneration of 
the superficial plasma (periplasm) in the damaged eggs of 





Fig. 1. Photomicrographs of a section of the egg of Melasoma 

populi L.: a in initial stage of the regeneration of the superficial 

plasma; b in the final stage. Accumulation of RNA under the 
new formed superficial plasma is to be seen 


Melasoma populi. In this paper the correlation between RNA 
content in the egg of this species and progress of the regenera- 
tion was studied. 

The eggs were injured on one pole by means of a medical 
thermocauter and fixed every twenty minutes in CARNoy’s 
solution or Bouin-ALLEN’s fluid. Sections were examined by 
BRACHET’s method, using methyl green and pyronin by 
TRAVEN and SHARROCK’s method as recommended by 
PEARSE”). Toluidine blue was also used [Lıson®)], using 
a buffer of citric acid and sodium phosphate with py 4:7. 
Ribonuclease extracted from ox pancreas was used for the 
digestion of the control preparations, by the method given 
by Gomort). 

The egg of Melasoma populi has a thin layer of the super- 
ficial plasma which covers the yolk material. After the 
operation the egg divides in three parts: the dead, the injured 
and the unaltered part. In the damaged egg, after some 
time, a thin layer of a new superficial plasma is produced 
between the unaltered and the injured part. The regeneration 
starts on the circle of the egg (Fig. 1a) and goes on into its 
inside. Histochemical preparations revealed that the forma- 
tion of the new superficial plasma precedes the appearance of a 
great amount of a ribonucleic acid on the surface of the egg 
beneath the surface of the unaltered part. Then, from all 
observations it is evident that progress of the regeneration 
is accompanied by the appearance of RNA which can be de- 
monstrated more and more remote from the surface of the egg. 
At first the layer of the plasma is thin and discontinuous 
and progressively it is becoming thicker and more homo- 
geneous. The high concentration of RNA, near the region of 
the regeneration, lasts until the new formed layer fully re- 
sembles the rest of the superficial plasma (Fig. 1b). 











Heft 2 
1959 (Jg. 46) 


Kurze Originalmitteilungen 81 





Further histochemical studies are in progress in order 
to elucidate the processes of regeneration of the superficial 
plasma. 


Department of Zoology, Jagiellonian University, Krakdw, 
Poland 
CZESLAW JURA 
Eingegangen am 27. Oktober 1958 


1) Jura, Cz.: Zool. Pol. 8, Fasc. 2—3 (1957). — ?) PEARE, 
Everson A.G.: Histochemistry, Theoretical and Applied. London: 
J. & A. Churchill 1954. — 8) Lison, I.: Histochimie Animale. Paris 
1953. — *) Gomori, GEORGE M.D.: Microscopic Histochemistry, 
Principles and Practice. Chicago: University of Chicago Press 1953. 


The Effect of Homologous Tissue Extract upon the Viability of Rabbit 
Spermatozoa 


Since the earliest attempt in cultivation and preservation 
of tissues and cells in vitro there has been constant and urgent 
search for ideal and specifically optimal nutritive media and 
preservatives!-4). A continuous attempt has been made to 
devise nutritive media of known chemical ingredients?), ®). 
Extracts from various tissues and organs, inspite of frequently 
unfavourable effects (‘‘inhibitors’’), still comprise a pool of 
unknown substances which may possess the factors so important 
and vital for the survival and preservation of the “trans- 
planted’’ cell or tissue in vitro. 


The effect of tissue extracts prepared from testicles (Test.), 
epididymes, prostate, uterus (myometrium), endometrium 
(Endom.), oviducts, ovaries, adrenals, spleen, liver and brain 
(cerebrum) upon the viability of incubated rabbit sperm cells 
is demonstrated. The control served diluted semen with 
0:85% NaCl at the ratio of 1:1. The index of spermatozoan 
viability was based upon the eosinophilic affinity (EA) of the 
cells®), 7). 

Small pieces of tissues from the aforementioned organs 
were resected from the animals immediately after death. The 
fresh material was thoroughly homogenized with a Coors 
grinder preparing a 10% homogenate which was centrifuged 
at 2000 RPM for at least 15 minutes. The supernatant, then, 
was transferred with carefully cleaned separate pipettes into 
small Shell (9:75 x 55mm.) vials (60935) to minimize the 
incidence of evaporation and placed in a water-bath incubator 
adjusted to 39° C. One thousand units/ml. of freshly prepared 
penicillin solution was added to each vial. After the tempera- 
ture of the centrifuged material in vials had reached exactly 
39° C., the semen was collected by Walton’s method’) and 
gently pipetted into each vial at the ratio of 1:1. The content 
of each vial was gently mixed by bubbling with a separate 
pipette, and the smears®), ?) were consecutively prepared on 
slightly warmed slides*). The cells which microscopically 
appeared affected or not affected by the stain’) were counted 
according to the technique of CAMPBELL et al.°). The prepara- 
tion of smears and counts were made at various time intervals 
(1 to 72 hrs.), and the results (mean percentages) as to the 
relation of completely affected (stained), partially affected 
and unaffected cell populations ®), ?) are seen in the partially 
presented table (Table 1). 


Table 1. Effect (%) of homologous tissue extracts upon the eosinophilic 
affinity ®),”),°) of rabbit spermatozoa 








iF .|9% Test. Endom. Liver Spleen Control 
1 | c | 14-14 (2) | 28-00(0) | 24-28 (5) | 22-85 (7) | 25-28 (5) 
p | 1%57(1) | 17°28 (5) | 16-14. (2) | 15:28 (5) | 17°57 (1) 

u | 70:28(5) | 54:71(4) | 59:57 (1) | 61-85 (7) | 57-14 (2) 

24 | c | 67:85 (7) | 53:28 (5) | 66-14 (2) | 50-00 (0) | 47-14 (2) 
p | 21-57 (1) | 29-14. (2) | 19:42 (8) | 16:28 (5) | 27-14 (2) 

| u | 10°57 (1) 17°57 (1) 14:42 (8) | 24-71 (4) | 25-71 (4) 

72 | c | 88-74 (4) | 83-28 (5) | 72-28 (5) | 68-00 (0) | 69°85 (7) 
p | 10°57 (1) | 13°71 (4) | 27°71 (4) | 29-14 (2) | 29°85 (7) 

u 0:71 (4) 3.0(0) | — 2-85 (7) 0:28 (5) 


T = time interval (hours); c = completely affected (eosino- 
philic); p = partially affected; u = unaffected (unstained). 


The actual effect appeared to be influenced by the variation 
in the time interval as reflected by the variety of cellular 
changes, particularly in respect to the relationships in all 


three categories (c, p and u) of cells (s. table). Using the above 
laboratory method and the available materials (over 250 tests) 
the extracts from the testicles had the most favourable effect (i.e. 
highest percent of unstained cells) during the 1st hour. That 
“preservative” effect, however, diminished considerably in 
the 24 to 72 hour period. The effect of other tissue extracts 
showed a considerable variation (s. table). The results of 
incubated material was to be expected of a different character 
as compared to the findings of some Japanese workers on the 
refrigerated semen!!). 

The author expresses his grateful thanks to Dr. M. C. 
Chang for his stimulating criticism and the laboratory facili- 
ties given. 


Worcester Foundation for Experimental Biology, Shrews- 
bury, Mass. 


ALPHONSE F. GRINIUS 


Eingegangen am 7. November 1958 


*) It was observed that by mixing a preferably weak staining 
solution (in this case eosin-nigrosin 166°5:106-6 mg./10 ml. dist. 
water, or eosin-fast green 166°5:150-5 mg./10 ml. d.w.) with semen, 
the stain “attacks” first the immotile (dead?) sperm cells’). 

1) HABERLANDT, G.: S.-B. Akad. Wiss. Wien, Math.-naturw. Kl. 
111, 69 (1902). — WHITE, P.R.: Growth 10, 231 (1956). — ?) EAGLE, 
H.: Science 122, 501 (1955). — ?) MoRGAN, J.F.: Bacteriol. Rev. 22, 
1 (1958). — PARKER, R.C.: Methods of Tissue Culture. New York 
1950. — 4) CAsPpERSoN, T.: Cell Growth and Cell Function. New 
York 1950. — Orıvo, O.M.: Arch. ital. Anat. Embriol. 30, 241 
(1932). — Hass, G.M., A. Schweizer and H. Boscia: Fed. Proc. 
9, 333 (1950). — FıLaTov, V.P.: Izv. Akad. Nauk SSSR, Ser. Biol. 
6, 23 (1951). — 5) CuanG, M.C.: Mammalian Germ Cells (Ciba 
Found. Symp.), London 1953. — *) Beary, R.A.: Proc. Roy. Soc. 
Edinburgh 67, No. 1 (1957). — ?) Grinius, A.F.: Unpublished. — 
8) Watton, A.: The Technique of Artificial Insemination. London 
1945. — °) CAMPBELL, R.C., J.L. Hancock and L. RoOTHScHILD: 
J. Exp. Biol. 30, 44 (1953). — !%) Du MesnıL Du Buvisson, F.: Ann. 
Zoot. livraison du No. 4, 391 (1957). — 4) Ocawa, S., and J. Su- 
ZUKI: Jap. J. Anim. Repr. 1, 67; 2, 55 (1955/56). 


Naphthoxazolchinone als tuberkulostatisch wirksame Substanzen 


Als Heilmittel gegen Tuberkulose verwendet man seit 
einigen Jahren p-Amino-salicylsäure (PAS), Thiosemicarb- 
azone, Isonicotinsäurehydrazid (INH) oder Streptomycin. In 
jüngster Zeit hat man jedoch Tuberkelbazillen-Stämme fest- 
gestellt!), die gegen einzelne oder sogar mehrere der oben an- 
geführten Verbindungen resistent sind. Deshalb geht die 
augenblickliche Tendenz dahin, zur Therapie Mischungen der 
erwähnten Medikamente zu verwenden. Darüber hinaus er- 
scheint es wünschenswert, neue Wirkstoffe aufzufinden, die 
auch auf resistente Stämme ansprechen. 


Im Rahmen unserer Arbeiten über pharmakologisch 
interessante Chinone untersuchten wir auch das 2-Methyl- 
(lin. naphthoxazol)-4,9-chinon?). 
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Die Substanz entfaltet gegeniiber Neoteben/Thiosemi- 
carbazon-resistenten Stämmen bis zur Verdünnung 1: 1000000 
eine totale und selbst in stärkerer Verdünnung noch eine 
vorübergehende Hemmwirkung; die Versuche wurden auf 
optimalen Eiernährböden durchgeführt. Der Wert dieser Ver- 
bindung liegt in der spezifischen Wirkung gegenüber solchen 
doppelt resistenten Stämmen. Gegenüber nicht resistenten 
Tuberkelbazillen-Stämmen zeigt das Präparat eine Wirkung 
in einer Konzentration von 1:25000 bis 1:100000. In der 
gleichen Größenordnung liegt die Wirkung gegenüber Neo- 
teben-resistenten Stämmen sowie auch gegenüber dem Typus 
bovinus und dem Typus gallinaceus der Tuberkelbazillen. 

Wir haben einige Veränderungen an dem Molekül des oben 
erwähnten Chinons vorgenommen, um auch die Wirksamkeit 
verwandter Verbindungen zu prüfen. Dabei stellte es sich 
heraus, daß der Oxazolring für die Wirkung wesentlich ist, 
lineare Naphthimidazol-4,9-chinone zeigen keine vergleichbare 
Hemmwirkung. 


Es ist für den zu erzielenden Effekt gleichgültig, ob die 
beschriebene Substanz als Chinon oder als Hydrochinon vor- 
liegt, das als Diester stabilisiert ist. Durch Variation des 
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Substituenten in 2-Stellung wird an der Hemmwirkung grund- 
sätzlich nichts geändert; dieses Problem wird noch weiter 
bearbeitet. 


Wissenschaftliches Hauptlaboratorium der Farbenfabriken 
Bayer AG., Leverkusen 


C.-W, SCHELLHAMMER und S. PETERSEN 


Institut für experimentelle Pathologie und Bakteriologie der 
Farbenfabriken Bayer AG., Elberfeld 
G. DoMaGK 
Eingegangen am 13. Juli 1957 


1) DomaGk, G., in: Medizin und Chemie, Bd. V, S. 114ff. 
Weinheim (Bergstraße): Verlag Chemie 1956. — *) Fries, K., u. 
P. Ocuwat: Ber. dtsch. chem. Ges. 56, 1296 (1923). 


Einige weitere chemotherapeutisch interessante Chinonderivate, 
insbesondere der Chinolinreihe 


Wir haben das Molekül des 2-Methyl-(lin. naphthoxazol)- 
4,9-chinons!) in mannigfaltiger Art und Weise abgewandelt. 
Dabei wurde gefunden, daß auch in 2-Stellung substituierte 
lineare Naphthothiazol-4,9-chinone, wie z. B. das 2-Methyl- 
Derivat (I), das Wachstum von doppelt resistenten Tuberkel- 
bazillen-Stämmen in hohen Verdünnungen verhindern können. 

Eine Wirkungssteigerung vor allem gegenüber einfach 
resistenten und normal empfindlichen Tuberkulosebazillen um 
das 5 bis 10fache wurde schließlich beim Übergang von 
Naphthochinonderivaten zu Derivaten des Chinolin-5,8-chinons 
aufgefunden. So verhindern z.B. 2-(2’-Furyl)-(II) oder 
2-(4’-Pyridyl)-8-aza-(lin. naphthothiazol)-4,9-chinon (III) das 
Wachstum des gegenüber Isonicotinsäurehydrazid resistenten 
Tuberkelbazillen-Stammes 262 in Verdünnungen bis 1:10 Mill., 
während unter gleichen Bedingungen der normalempfindliche 
Stamm H 37 Rv noch in einer Verdünnung von 1: 500000 voll- 
ständig gehemmt wird 
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Überhaupt scheinen substituierte Chinolinchinone als 
Chemotherapeutica wertvoll zu sein, auch wenn sie keinen 
annelierten zusätzlichen Ring besitzen. So verhindert das 
6-Amino-7-methylmercapto-chinolin-5,8-chinon (IV), das man 
sich von Verbindungen des Typs II oder III durch Aufspaltung 
des Thiazolringes abgeleitet denken kann und das ebenfalls 
stark tuberkulostatisch wirksam ist, das Wachstum von 
Actinomyceten in Verdünnungen von 1:200000. Dies könnte 
eine Rolle bei der Therapie des Rheumatismus spielen?), da 
ß-hämolytische Streptokokken, die vielfach für die Auslösung 
des Rheumatismus verantwortlich gemacht werden, zur Sym- 
biose mit Aktinomyceten neigen und dadurch ihre chemo- 
therapeutische Beeinflussung erschweren. 
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Auch schwefelfreie Chinolinchinon-Derivate zeigen biolo- 
gische Wirkungen. So werden beim 6-Dimethylamino-7-chlor- 
chinolin-5,8-chinon (V) cytostatische Eigenschaften beobach- 
tet, die vor allem lokal zur Wirkung kommen. 

Bei allen erwähnten Chinoderivaten ist es fiir die Wirkung 
gleichgültig, ob sie als Chinone oder durch Acylierung stabili- 
sierte Hydrochinone vorliegen. 


Wissenschaftliches Hauptlaboratorium der Farbenfabriken Bayer 

AG., Leverkusen © WW. SchELLHamMER und S. PETERSEN 
Pharmazeutisch-wissenschaftliche Abteilung der Farbenfabri- 

ken Bayer AG., Wuppertal-Elberfeld H. B. Könıc 


Institut für experimentelle Pathologie und Bakteriologie der 
Farbenfabriken Bayer AG., Wuppertal-Elberfeld 
G. DoMAGK 
Eingegangen am 10. November 1958 
1) SCHELLHAMMER, C,-W., S. PETERSEN u. G. DoMAGK: Natur- 
wiss. 46, 81 (1959). ®) Vortrag von Prof. DomaGk beim Rheuma- 


Symposium am 15./16. 4. 57. 


Effect of Actinomycin C against malignant and normal 
epithelial cells, absence of pantothenic acid relationship 


Actinomycin C is now well-known as a cytostatic agent. 
But, to the best of our knowledge, the mechanism of its 
action has received little attention. Of late FoLtry') pointed 
out that excess of pantothenic acid caused a distinct reversal 
of the action of actinomycin D, when tested against Lacto- 
bacillus spp. SLOTNICK?), however, could not confirm this 
reversal effect of panthothenic acid against actinomycin D 
in the case of Bacillus subtilis. This prompted us to under- 
take a preliminary study of the influence of pantothenic 
acid, biotin, pyridoxine and some amino acids on the effect 
of actinomycin C against cancer cells. 


For this purpose, HeLa cells derived from carcinoma of 
human cervix were selected, as it is possible to propagate them 
by tissue culture on naked glass in more or less defined me- 
dium and as a quantitative estimation of the cells is feasible 
according to standard methods. There are no relevant data 
in literature on the minimum inhibitory concentration of 
actinomycin C against HeLa cells. UMEzawa‘*) had found 
a concentration of 0:14 y of actinomycin J (= A ?) to be toxic 
against HeLa cells. In our experiments we first determined 
the effect of actinomycin C against HeLa cells in Carrel 
flasks using 92:5% Lactalbumin-yeast extract, 7:5% calf- 
serum, 100 units Penicillin/ml and 50 y Streptomycin/ml as 
the culture medium, the quantitative estimation being made 
according to STOCKINGER®) with the modification that 
0:025% Versene/ml was used instead of trypsin for the dis- 
entanglement of the cells from the glass surface of the Carrel 
flasks. It was observed that for the initial cell number of 
200000/ml, the effect of the antibiotic at a concentration 
of 0-1 y/ml was very distinct after 24 hours of incubation 
at 37°C, but with 0:05 y/ml the action became prominent 
only after 48 hours. 

We found that 0-1 y/ml of actinomycin C had distinct 
toxic effect against human epithelial amniotic cells as well 
when experiments were carried out under identical conditions. 
Qualitatively it was observed by us that 0-1 y of actinomy- 
cin C possessed toxic effect as well when the cells were grown 
in roller tubes. 

In order to determine anv possible influence of different 
test substances against the action of actinomycin C, HeLa 
cells were grown in Carrel flasks on the naked glass surface 
in the above mentioned medium for 48 hours at 37° C, and 
two days later the antibiotic was added at a concentration 
of 0:05 y/ml, further Na-pantothenate, pyridoxine-acyl- 
hydrochloride, biotin, ß-alanine, 1-glutamic acid, 1-aspartic 
acid or phenylalanine were added at a concentration of 
0-1 mg/ml. There were control flasks containing only in the 
nutrient medium actinomycin C and other ones with the 
nutrient medium without any addition. It appeared that the 
above specified substances had no distinct influence on the 
toxic effect caused by actinomycin C. No significant im- 
provement with regard to morphology was indicated even 
when the cells were allowed to recover by feeding them with 
fresh nutrient medium without any addition. In the case 
of Na-pantothenate which included a concentration of 1 mg/ml, 
no significant rise in the total count of the number of cells 
was detected as compared with controls receiving the anti- 
biotic alone in concentration of 0-1 y, 0:05 y and 0-01 y/ml. 
From the above mentioned experiment it was concluded 
that pantothenic acid could not cause a reversal of the toxic 
effect of actinomycin C against HeLa cells grown in tissue 
culture, even when added in great excess. Recently D1 
PaoLo°) et al. concluded after metabolic studies with animals 
that pantothenic acid did not cause reversal of action of 
actinomycin D against mouse-sarcoma. 

Actinomycin C lot no SK/A 467/4 was kindly supplied 
by Dr. HackKMANN, Farbenfabriken Bayer, Leverkusen. 


Max-Planck-Institut für vergleichende Erbbiologie und Erb- 
pathologie, Abteilung für Gewebezüchtung, Berlin-Dahlem 


Guru Papa SEN (Calcutta) 
Eingegangen am 27. Oktober 1958 
1) FoLEY, G.E.: Antibiotics Annual, Med. Encycl. Inc. 1955/56, 


. — #8) Srornick, I. T.: J. Antibiot. and Chemother. 7, 
(1957). — 8) STOCKINGER, L.: Arch. int. Pharmacodyn. 60, 257 
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(1957). — *) Umezawa, H.: Giorn. Microbiol. 2, 160 (1956) (Rept. 
European Symposion antibiotics). —*) D1 PaoLo, J.A., G.E. Moorr 
and T.F. NrepBALA: Cancer Res. 17, 1127 (1957). 
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Über die Wirkung von Hochimmunserum 
auf das EEE-Virus in Gewebekulturen 


Hochwertiges Immunserum hat bei Laboratoriumstieren, 
die mit dem Virus der EEE (eastern equine encephalomyelitis) 
oder der WEE (western e.e.) experimentell infiziert wurden, 
einen deutlichen therapeutischen Effekt, wenn es im Inku- 
bationsstadium verabreicht wird, während es später versagt 
[Literatur bei DEBoER u. a.!)]. Bei infizierten Hamstern ist 
die Serotherapie von dem Zeitpunkt ab wirkungslos, wo der 

















Tabelle 1. Therapeutischer Effekt von Immunserum in infizierten 
Kulturen von Mäuse-Lungenzellen 
a ne Infektiositatsteste | : _| Infektiosi- 
zusatz Kulturen mit | Kulturen mit tätstiter f) 
(Stun- Immunserum | Normalserum von Parallel- 
den = = kulturen 
nach Serum- | en, Serum- | denne ohne Immun- 
Virus ium *) | Medien ium *) | Medien serum 
) | medium *) | und Zellen | medium) und Zellen 
3 = Sa a > <0 
4 _ | _ | + | + — Tt) 
5 a | = te | + 0,1 
6 - | - Hes! Jule ze 1,1 
8 - | - + | + 1,8 
10 - + + + 2,3 
12 N + + | er 2,8 
14 - | + + | + 3,4 
*) Mit Mäuse-Immunserum bzw. -Normalserum. **) Mit 


Pferde-Normalserum. +) Negative Logarithmen der LD 59. tt) Un- 
verdünntes Medium nicht infektiös. 


Virusgehalt des Gehirns einen bestimmten Schwellenwert 
überschreitet!). Bei Mäusen inaktiviert das injizierte Immun- 
serum das in den Organen befindliche EEE-Virus nicht sofort, 
wohl aber im Laufe von 24 bis 48 Std, so daß sein Nachweis 
mit den empfindlichsten Methoden nicht mehr gelingt>b). 

Im Gegensatz zu tollwutinfizierten Meerschweinchen?) 
verhindert oder hemmt die Behandlung mit Hochimmun- 
serum bei EEE-infizierten Tieren die aktive Immunisie- 
rung’), 4), Erklärt wurde dieser Befund damit, daß 
das injizierte Immunserum das vermutlich in Zellen 
des antikörperbildenden Apparates befindliche Virus- 
antigen unwirksam macht*?, 4), 

Die Frage, ob hochtitriges homologes Immunserum 
(Neutralisationsindex = 105.4) auf das in der Ver- 
mehrung befindliche, mit großer Wahrscheinlichkeit 
also intrazellulär gelegene EEE-Virus einwirken kann, 
haben wir auch an Gewebekulturen geprüft, die von 
trypsinierten Lungenzellen von Mäusen nach dem an an- 
derer Stelle) beschriebenen Verfahren hergestellt wur- 
den. Über das Ergebnis dieser Versuche wird hier kurz 
berichtet. 

In dicht gewachsenen Reagenzglaskulturen wurde 
der Zellrasen nach Entfernen des Anzuchtmediums®*) 
mit Mäusegehirn-Virus (Verdünnung 10°?) infiziert. 
Nach zweistündiger Einwirkung bei 37° C ersetzten 
wir die Viruslösung durch Anzuchtmedium und dieses 
zu den in der Tabelle angegebenen Zeiten durch das 
„Serummedium‘‘, das 50% inaktiviertes Hochimmun- 
bzw. Normalserum von Mäusen enthielt. Dieses Medium 
verblieb 48 Std lang auf den Zellen, die nach erneuter 
Trypsinierung 16 (Kulturen 1 bis 4 von oben) bzw. 26 Tage lang 
(restliche Kulturen) mit Anzuchtmedium bei 2tägigem Medium- 
wechsel weitergezüchtet wurden. Jedes Medium prüften wir in- 
tracerebral in 3 Wochen alten Mäusen auf Infektiosität, des- 
gleichen die Zellen am Ende des Versuchs. In einer anderen 
Kulturserie unterblieb die zweite Trypsinierung. Das Ergebnis 
änderte sich dadurch nicht. 

Wie Tabelle 1 zeigt, inaktivierte das Immunserum das 
Virus bis zur 8. Std vollständig, so daß es bei Weiterzüchtung 
der Zellen in antikörperfreiem Medium nicht wieder in Er- 
scheinung trat, während in den später behandelten Zellen 
aktives Virus verblieb, obwohl auch in diesen Kulturen die 
„Serummedien‘ nicht infektiös waren. In Parallelkulturen 
ohne Immunserum (s. letzte Spalte) begann die Virusvermeh- 
rung bereits zwischen der 4. und 5. Std und war um die 8. Std 
in gutem Fortschreiten. Später war die Viruskonzentration 
in den Zellen bereits so hoch, daß das Immunserum nicht mehr 
die gesamte Virusmenge in den Zellen neutralisieren konnte. 
Einen ausgesprochenen cytopathogenen Effekt ließen infi- 
zierte Lungenzellen nicht erkennen. 


In Lungenzellkulturen, die mit einer hundertfach größeren 
Virusmenge (105) infiziert wurden, war die Wirkung desselben 
Immunserums auch im Frühstadium der Virusvermehrung 
ungenügend, was die große Bedeutung der relativen Virus- 
und Antikörperkonzentration bei derartigen Versuchen erneut 
bestätigt. 

Zusammenfassend läßt sich sagen, daß hochwertiges 
Immunserum unter optimalen Bedingungen die Virusver- 
mehrung in Lungenzellkulturen im Anfangsstadium abstoppen 
und anscheinend auch intrazellulär gelegenes EEE-Virus voll- 
ständig inaktivieren kann. 


Es ist nicht angängig, die bei EEE erhobenen Befunde ohne 
weiteres zu verallgemeinern. Anders können die Verhältnisse 
z. B. bei den im Zellkern persistierenden Herpes-, Adeno- und 
Speicheldrüsen-Viren liegen**). 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danken wir für 
eine Forschungsbeihilfe, Frl. F. Kestinc, Frau V. SIEDEN- 
TOPF und Frl. E. SEIFERT für technische Mitarbeit. 


Tübingen a. N., Bundes-Forschungsanstalt für Viruskrank- 
heiten der Tiere 
ERICH TRAUB und WILHELM SCHWÖBEL 
Eingegangen am 15. Oktober 1958 


1) DE Boer, C. J., A.E. CADILEK u. S.R. WALTERS: J. Immu- 


nology 75, 308 (1955). — ?) Koprowski, H., u. J. BLack: J. Im- 
munology 72, 85 (1954). — ?) OLırsky, P.K., W.R. ScHLESINGER 
u. I.M. MorGAan: J. exp. Med. 77, 359 (1943). — *) Traug, E.: 


a) Zbl. Bakt. I Orig. 147, 81 (1941). — b) Proc. Sympos. on Per- 
spectives in Virology. New York: Rutgers University Press 1958 
(im Druck). — c) Panel discussion, Sympos. on Latency and Mas- 
king of viruses, VII. Internat. Congr. für Microbiol., Stockholm 
1958 (im Druck). — d) Z. Immunitätsforsch. (im Druck). — ®)TRAUB, 
E., u. W. SchwögßeL: a) Zbl. Bakt. I Orig. (im Druck). — b) Z. 
Immunitätsforsch. (im Druck). 


Infektionen mit dem Kartoffel-A-Virus an Nicotiana glutinosa L. 


Unter den Kartoffelviren ist das A-Virus eines derjenigen, 
von denen nur sehr wenige Wirtspflanzenarten bekannt sind. 
Bisher hat man es lediglich auf Solanaceen übertragen können. 





Fig. 1. Nicotiana glutinosa, systemisch infiziert mit dem Stamm „Sabina g.“ 
des Kartoffel-A-Virus (21 Tage nach der Beimpfung), rechts: gesunde Pflanze 


In zusammenfassenden Darstellungen und speziellen Unter- 
suchungen wurde stets angegeben, daß das Kartoffel-A-Virus 
nicht in der Lage ist, Nicotiana glutinosa zu befallen. Die 
Immunität dieser Tabakart gilt als ein wichtiges Kriterium 
zur Unterscheidung des Kartoffel-A-Virus von dem sehr 
ähnlichen Kartoffel-Y-Virus. 

Bei der Durchführung von Arbeiten mit anderer Frage- 
stellung wurden am 5.12.56 drei seit längerer Zeit auf 
Nicotiana tabacum L. kultivierte Stämme des Kartoffel-A- 
Virus auf N. glutinosa-Pflanzen getrennt verimpft. Es waren 
dies die von KOHLER aus Kartoffeln isolierten Stämme 
„P 716/12, „Sabina g.‘‘ und ‚Magna 556‘). Nach einigen 
Wochen zeigten verschiedene Pflanzen systemische Krank- 
heitserscheinungen. Im Verlauf der folgenden Monate bis 
zum jetzigen Zeitpunkt wurde in zahlreichen Versuchen 
dieser Befund bestätigt. Durch Verwendung des Preßsaftes 
kranker Nicotiana glutinosa war es möglich, die Inkubations- 
zeit auf etwa 10 Tage herabzusetzen. Es konnten Symptome 
verschiedener Art beobachtet werden: Nach anfänglicher 
Adernaufhellung wurde eine dunkelgrüne Bänderung längs 
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der Adern der Folgeblätter sichtbar, die mit Kräuselungen 
verbunden war. Nekrosen brachten die Blätter späterhin 
zum Eingehen. An den Stengeln traten Absterbeerschei- 
nungen auf, die Pflanzen blieben klein und behielten nur wenige 
junge, etwas welke Blätter an den Triebspitzen. In anderen 
Fällen waren keine Adernbänderungen zu bemerken, sondern 
lediglich chlorotische und nekrotische Bezirke sowie eine 
Kräuselung (Fig. 1). Während sich ‚Sabina g.‘‘ und „Magna 
556‘ nicht wesentlich in ihren Krankheitsbildern auf Nicotiana 
glutinosa unterschieden, war ,,P 716/12‘ gut von ihnen abzu- 
grenzen: Die Nekrosen folgten meist dem Verlauf der Blatt- 
adern, außerdem entstanden auch auf den beimpften Blättern 
abgestorbene Flecke. Diese hatten die größte Ähnlichkeit 
mit den Lokalläsionen des Tabakmosaik-Virus an Nicotiana 
glutinosa. ,,P 716/12‘ brachte die Pflanzen häufiger und 
schneller zum Eingehen als die anderen beiden Stämme. 

Als Beweis dafür, daß die Erkrankung an Nicotiana glu- 
tinosa tatsächlich durch das Kartoffel-A-Virus hervorgerufen 
wird, sind folgende Befunde geltend zu machen: Sowohl die 
gleichzeitig als Kontrollen abgeriebenen Pflanzen von Nico- 
tiana tabacum, Sorte ,,Samsun‘, als auch solche, die mit 
Preßsaft aus kranken N. glutinosa beimpft wurden, zeigten 
nichtnekrotische Mosaiksymptome in Form eines schwachen 
Perlmusters, wie sie für das Kartoffel-A-Virus charakteristisch 
sind; Blätter des Bastards ‚A 6° von Solanum demissum x 
S. tuberosum, Sorte ,,Aquila‘‘, reagierten im Schalentest mit 
den typischen schwärzlichen nekrotischen Lokalläsionen?). 
Von symptomlosen Nicotiana glutinosa war das Virus nicht 
zu isolieren. Eine Verwechslung der Symptome des Kartoffel- 
A-Virus und des Kartoffel-Y-Virus an Nicotiana glutinosa 
ist schwerlich möglich, da selbst die Tabakrippenbräune- 
stämme des letztgenannten Virus auf dieser Tabakart keine 
nekrotischen Blattflecke verursachen?). 

Eine ausführliche Darstellung der Untersuchungen wird 
an anderer Stelle erfolgen. 


Deutschen Akademie der 
Institut für Phyto- 


Biologische Zentralanstalt der 
Landwirtschaftswissenschaften zu Berlin, 
pathologie, Aschersleben 

KLAUS SCHMELZER 


Eingegangen am 16. Oktober 1958 


1) Herrn Regierungsrat Dr. O. BopE, Braunschweig, sei an 
dieser Stelle bestens für die Überlassung der Stämme gedankt. — 
2) KöHLer,E.: in E. KOHLER u. pie ool Handbuch der 
Pflanzenkrankheiten, 6. Aufl., Bd. 2, 1. Lieferg. Berlin u. Ham- 
burg: Paul Parey 1954. 8) KLINKOWSKI, M., u. K. SCHMELZER: 
Phytopath. Z. 28, 285. 


Wirkstoff „T‘“ als Prophylaktikum bei Virus-Erkrankungen 
(Versuche mit Fischen) 


Seit einigen Jahren werden Forellen-Züchter beunruhigt 
durch eine Virus-Erkrankung, die von SCHÄPERCLAUS aus- 
führlich beschrieben und ‚‚Infektiöse Nierenschwellung und 
Leber-Degeneration‘‘ benannt wurde, ein Name, der die 
Krankheitserscheinungen ja schon angibt. Die Verluste, die 
durch diese Virus-Krankheit eintreten, sind sehr groß, sie 
liegen regelmäßig über 50%, betragen aber meist 70—90%. 

Im Institut für Seenforschung und Seenbewirtschaftung in 
Langenargen unternahm auf unsere Anregung in den letzten 
Jahren J. DEuFEL?) Fisch-Versuche mit Präparaten, die den 
Wirkstoff ‚T‘ enthielten. Solche Präparate hatten schon in 
vielen anderen Experimenten bewiesen, daß sie die Wider- 
standsfähigkeit des Körpers zu stärken vermögen!), bei Fischen 
z. B. auch gegenüber schlechter, ungenügender und einseitiger 
Ernährung. Die in diesem Rahmen durchgeführten Fisch-Ver- 
suche mit dem Virus gliederten sich in 3 Gruppen: 


1. Bei künstlicher Infektion ER es bei den Kon- 
trollen . ‘ 78% Verlust 
bei Zugabe von Aure omycin 75% Verlust 
bei Zugabe von T-Präparat .. . . 34% Verlust 

2. Bei natürlicher Infektion gab es bei Kontrollen 77% Verlust 

bei Zugabe von T-Präparat ; . 26% Verlust 

. Bei einer 5 Wochen langen I orbehandlung mit 
T-Präparaten und natürlicher Infektion hatten 

die Kontrollen . . 
die prophylaktisch vor behandelten 


w 


% Verlust 
13% Verlust 


Die Bedeutung dieser Ergebnisse für die Praxis liegt auf 
der Hand. Schon jetzt meldete z. B. ein Züchter, daß er bei 
einem Großversuch in Teichen durch Verwendung von 
T-Präparaten seine Zucht rettete und größere Verluste ver- 
mied. 


Diese neuen Ergebnisse fügen sich gut in die früheren Er- 
fahrungen!),3) ein, daß Behandlung und Prophylaxe mit 
T-Präparaten die Widerstandsfähigkeit der Organismen sehr 
zu stärken vermag, z. B. Bienen gegen Nosema und Kontakt- 
gifte*), Lämmer gegen Wurm-Mittel, Mäuse gegen Alkohol, 
Ratten und Meerschweinchen gegen Strychnin und Histamin 
u.a.m.!). Es war naturgemäß überraschend, daß T-Präparate 
auch bei Virus-Krankheiten prophylaktisch benutzt werden 
konnten. 


Universität, Graz WILHELM GOETSCH *) 


Eingegangen am 18, November 1958 

*) z. Zt. Säckingen, Untere Flüh 28 Pt. 

1) GoETScH, W.: Z. Vitamin-Hormon- u. Fermentforsch. 6, 
H. 4—5, 225 (1952). — *) DEUFEL, J.: Fischwirt 1958, Nr. 7 u. 8. — 
®) Sacus, H. G.: Verh. dtsch. zool. Ges. Graz 1958, 343. 


1 ‚6-Di 4 18, Lp 


yin’ 





it, eine neue tumoraffine Substanz 

Es wurde kiirzlich iiber die Synthese') und cytostatische 
Wirkung?) eines Mannit-Derivates, des 1,6-Di-(ß-chloräthyl- 
amino)-1,6-desoxy-D-mannit-dichlorhydrats (I), berichtet. Es 
konnte festgestellt werden, daß das Vorhandensein der 
Hydroxyle in I zur biologischen Aktivität unerläßlich ist, 
weil dashydroxylfreie Analoge, das 1,6-Di-(ß-chloräthylamino)- 
n-hexan, sich als völlig wirkungslos erwies!). Auf Grund dieser 
Ergebnisse konnte man annehmen, daß ein Mannit-Analog 
des 1,4-Dimethansulfonyl-oxy-n-butans (Myleran, II) even- 
tuell günstigere cytostatische Eigenschaften haben würde als 
das hydroxylfreie und wasserunlösliche Myleran selbst. Eine 
Veröffentlichung von Happow, Tımmıs und Brown’) über 
die Synthese des 1,6-Dimethansulfonyl-D-mannits (III) ver- 
anlaßt uns, nun auch die Ergebnisse unserer Versuche mit- 
zuteilen, welche auf anderem Wege einfach und mit befriedi- 
gender Ausbeute ebenfalls zur Gewinnung von III geführt 
haben. 


© 
H,C-NH,-CH,-CH,-Cl 
I 


CH,-0-SO,-CH, 
| 
(CH;), 


H,C-0-S0,-CH, 


HO-C-H HO-C-H 
HO-C-H 2ae CH,-0-S0,-CH, HO-C-H 
H-C-OH H-C-OH 
H-C-OH H-C-OH 
H,C-NH,-CH,-CH, Cl H,C-0-SO,-CH, 
© 
I II III 


Zur Darstellung von III haben wir 3,4-Isopropyliden-D- 
mannit in Pyridin bei 0° mit 2Mol Methansulfonylchlorid 
behandelt und das erhaltene sirupartige 1,6-Dimethansul- 
fonyl-3,4-isopropyliden-D-mannit zur Entfernung der Iso- 
propyliden-Gruppe in Dioxan vorsichtig mit Salzsäure hy- 
drolysiert. Beim Stehen kristallisiert III in farblosen, in 
Wasser leicht löslichen Nadeln aus. Schmp. nach Umkristalli- 
steven aus Athanol 134 bis 136° nach vorherigem Sintern. 
(x) = + 4,5°, Wasser, c=2,0. CgH,g0,9S, (338,4). Ber.: 
C 28,4; H 5,4; S 19,0. Gef.: C 28,5; H 5,4; S 18,9. 

Die anfangs fast neutrale wäßrige Lösung der Substanz 
wird nach einigen Stunden schon bei Zimmertemperatur in 
Folge der Abspaltung von Methonsulfonsäure stark sauer. 

Die Substanz zeigt in Dosen von 2 g/kg (Maus) noch keine 
akute Toxizität, und nach Untersuchungen von B. KELLNER 
und L. NEMETH hat sie eine Leukopenie verursachende und 
auf verschiedene empfindliche und resistente Ratten- und 
Mäusetumoren eine das Wachstum hemmende und gleich- 
zeitig cytostatische Wirkung. 

Über die Ergebnisse der biologischen Prüfung wird an 
anderer Stelle ausführlich berichtet. 


Forschungsinstitut für die pharmazeutische Industrie, Buda- 
pest, VII. Rottenbiller u. 26 
L. VARGHA und J. KUSZMANnN 


Eingegangen am 8. Dezember 1958 


1) VarGHA, L.: Naturwiss. 42, 582 (1955). — VARGHA,L., 
L. Totpy, ©, FEHER u. S. Lenpavı: J. Chem. Soc. [London] 1957, 
805. — 2) KELLNER, B., L. NEMETH u. C. SELLEI: Naturwiss. 42, 
583 (1955). — KELLNER, B., u. L. NEMETH: Z. Krebsforsch. 61, 165 
(1956/57). — 8) Happow, A., G.M. Timmis u. S.S. BRown: Nature 
[London] 182, 1164 (1958). 


Crystallization of Antigenic Phospholipid from Human Tumours 

In the course of our studies on the phospholipids obtained 
from tumours of cancer patients, we found that injection of 
these phospholipids into rabbits evoked immunization of the 
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animal and resulted in a high anti-body titers !b,°), This 
biochemical reaction led us to the purification and crystalli- 
zation of certain phospholipids extracted from breast tumours 
of cancer patients. The tumours used for the extraction of 
the phospholipids were: adenocarcinoma of the rectum, right 
breast tumours and left breast tumours. 

The phospholipids were isolated by extracting the tissue 
with 10 volumes of 95% ethanol-ether (3:1) for 15 minutes 
at 0°C; after centrifugation at 30000 rpm and — 5°C, the 
supernatant fluid (Su,) was obtained. The insoluble material 
was rehomogenized with 0-15 M NaCl, the homogenate was 
added to 3 volumes of ice-cold ethanol-ether mixture (at 
— 10°C) with continuous stirring, allowed to settle for 2hours, 
then centrifuged, yielding a clear supernatant solution (Su,). 
Separately, Su, and Su, were concentrated to approximately 
5 ml under vacuum at 0° C, then extracted four times with 
2volumes of chloroform. The chloroform extracts were 
washed with distilled steril water four times, finally the 
chloroform fraction was evaporated under vacuum, ending 
in both cases with a thick oily residue, yellowish-orange in 





Fig. 





Fig. 2 
Fig. 1. Crystalline phospholipids from human breast tumours 


Fig. 2. Crystalline phospholipids from human breast tumours after 
recrystallization. The line in Fig. 1 and 2 represents 0,17 mm. 


color. Both residues were allowed to attain 20°C, left at 
room temperature for 5 minutes, then lowering the tempera- 
ture slowly until — 10°C, precipitates appearing at 5° and 
0° C were removed by centrifugation. Crystals appeared at 


Table 1. The antigenic nature of phospholipids from human tumours 





Animal). ....| A B Cc D A B Cc D 
No. of inj.*) . .| 10 10 10 10 | 32 32: || 32 32 
Antiserum») . . | 1:40 | 1:40 | none | none |1:360|1:360) none | none 


a) Number of injections of the phospholipid. — b) First observed 
titre of antiserum. 


2 to 0°C (Fig. 1). The crystals were collected and dissolved 
in chloroform and recrystallized as described above (Fig. 2). 

Two adult white rabbits (A, B) of either sex weighing 
between 3 and 4 kilograms, were injected in the marginal ear 
vein with crystalline tumour phospholipid solution (0-2 ml 
of 1% w/v solution in normal saline-teepol mixture). Two 
control rabbits, one was injected with normal saline (C) and 
the other with the normal saline-teepol mixture (D). In- 
jections were done twice weekly for three months. Blood 
was drawn before each injection, and sera were prepared. 
All of the sera were inactivated at 56° C for 30 minutes and 
haemagglutination reactions were carried out as described 
earlier!*), using a solution of the tumour phospholipid as the 
antigen. 

The data reported in Table 1, suggest strongly the antigenic 
nature of the crystalline phospholipid obtained from breast 
tumours, thus confirm our earlier observations!®, 4). 


The Biochemistry Research Laboratories. Miami Heart 
Institute. 4701 No. Meridian Avenue. Miami Beach 40, 
Florida, USA 

ANWAR A. HAKIM 

Eingegangen am 25. Oktober 1958 


1) Hakim, A.A.: Exp. Med. and Surg. a) 14, 211 (1956); b) 15, 222 
(1957). — c) Clin. chim. Acta 2, 560 (1957). — d) Proc. Amer. Ass. 
Cancer Res. 2, 113 (1956). 


Die Beeinflussung des Mäuse-Ascites-Carcinoms 
durch phosphororganische Verbindungen 


Tertiäre aliphatische Phosphine und ihre Derivate sind 
phosphororganische Verbindungen, die bisher in Experiment 
und Therapie noch kaum Erwähnung gefunden haben. Auf 
Grund ihrer chemischen Eigenschaften, besonders ihrer Fähig- 
keit, mit Säuren Additionsverbindungen zu bilden, schien eine 
proliferationshemmende Wirkung dieser Substanzen durchaus 
möglich. Des weiteren war von Interesse, ob die in Kreisen 
der mit Trialkylphosphinen arbeitenden Chemiker verbreitete 
Meinung, diese Substanzen seien giftig, zutreffend ist und 
welcher Art gegebenenfalls diese toxische Wirkung sei. 

Zur Untersuchung hinsichtlich eines cytostatischen Effek- 
tes am Mäuse-Ascites-Carcinom mittels intraperitonealer In- 
jektion wurden verwendet: 


Triäthylphosphindibromid  (C,H,),PBr,, 
Triäthylphosphindichlorid (C,H,),PCl,, 
Tripropylphosphindibromid (C,H.),PBr,, 
Tributylphosphindibromid  (C,H,),PBr, und 


Triäthylphosphinoxyd (C,H,;),PO. 


Dabei zeigte sich, daß alle diese Substanzen das Wachstum 
des Impftumors deutlich hemmen. Die Gewichtszunahmen der 
beimpften und behandelten Tiere lagen in allen Fällen deutlich 
unter denen der nichtbehandelten. Die Überlebenszeiten der 
Mäuse, die die Phosphinderivate erhalten hatten, waren gegen- 
über denen der Kontrolltiere deutlich verlängert. 

Die Tatsache, daß die cytostatische Wirkung nicht nur bei 
den Trialkylphosphindihalogeniden beobachtet werden konnte, 
sondern auch beim Triäthylphosphinoxyd, zeigt, daß der 
Phosphinmolekel selbst ein proliferationshemmender Effekt 
zukommt und daß es sich dabei nicht um eine Halogenwirkung 
handelt. Die therapeutischen Dosen lagen bei den Mäusen 
zwischen 20 und 100y pro Maus, entsprechend einer Menge von 
900 bis 4500 y/kg. Beim Triäthylphosphindibromid war die 
tumorhemmende Wirkung bei niedrigeren Substanzmengen 
nur unbedeutend. Von allen Tieren wurden die geprüften 
Phosphinderivate in der angegebenen Dosierung ohne Neben- 
wirkungen vertragen. 

Eine ausführliche Darstellung dieser Ergebnisse wird an 
anderer Stelle erfolgen. 


Medizinische Universitätsklinik, Jena (Direktor: Prof. Dr. 
W. BREDNOW) 
Hans SIERING 
Eingegangen am 27. Oktober 1958 


Strahleninduzierte (Sr°°) Lungencarcinome bei Ratten 


Durch Implantation von Sr®-haltigen Glasperlen?) ist es 
SCHUBERT u. Mitarb.) bei Ratten gelungen, am Orte der 
Strahlenwirkung maligne Tumoren hervorzurufen. Nach 
intraperitonealer Applikation haben sie dabei in 10 von 
134 Fällen hepatozelluläre Carcinome beobachtet. Dadurch 
angeregt und in der Absicht, die Entwicklung solcher Ge- 
schwülste genauer zu untersuchen, haben wir bei Wistar- 
Ratten 6:2 mm messende zylindrische, mit Strontium® + 
Yttrium™ gefüllte Kunstglaskapseln an der Unterfläche der 
rechten Zwerchfellkuppe unmittelbar über der Leber angenäht. 
Die an der Kapseloberfläche austretende ß-Strahlung war im 
Einzelfall verschieden; die Werte lagen zwischen 27 und 
62 uC, meist zwischen 39 und 48 uC. Die Behälter verblieben 
Wochen bis Monate im Tierkörper und wurden erst bei der 
Obduktion entnommen. Dabei zeigte sich, daß die Strahlung 
das angrenzende Lebergewebe schwer beeinträchtigt hatte’), 
wobei die Epithelien am stärksten betroffen waren. Als Folge 
dieser abgestuften Strahlenschädigung entwickelte sich eine 
breite, in ihren inneren Anteilen stets hyalinisierte und zum 
Teil verkalkte Faserhülle, dicht genug, die 6-Strahlen ganz zu 
absorbieren oder in ihrer Wirksamkeit erheblich abzuschwä- 
chen. Damit und mit der relativen Strahlenresistenz der 
Leberzellen dürfte es zusammenhängen, daß wir unter 134 Tie- 
ren bisher nur siebenmal mehr oder weniger ausgedehnte, stets 
auf einen Lappen beschränkte Cholangiome gefunden haben. 

Demgegenüber waren im Lungengewebe, in das die ß- 
Strahlen, durch das dünne, herdförmig meist zerstörte Zwerch- 
fell weit weniger abgeschirmt, in jedem Falle eindringen konn- 
ten, regelmäßig Tumoren zu sehen, sofern die Kapsel ihre 
Lage beibehalten und die Strahlung lange genug eingewirkt 
hatte. Die ersten Geschwülste zeigten sich nach 5 Monaten; 
3 Monate später waren in jedem Falle Tumoren vorhanden. 
Bei voller Entwicklung war oft die ganze rechte Lunge von 
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ihnen durchwachsen. Dann handelte es sich immer um Plat- 
tenepithelcarcinome (Fig.1), die meist verhornten, nicht selten 
infiltrierend ins Zwerchfell, ab und zu auch ins vordere 
Mediastinum und sogar bis in den rechten Vorhof vorge- 
wachsen waren und gelegentlich auch lymphogene Metastasen 
gesetzt hatten. Bei sehr langdauernder Bestrahlung waren 
die Carcinome so undifferenziert, daß sie stellenweise wie 
Sarkome aussahen. Nur bei einem Tier haben wir neben 
einem Plattenepithelcarcinom auch ein typisches Lungen- 
adenom beobachtet. Darin liegt ein gewisser Gegensatz zu 
den von RAJEWSKY, SCHRAUB und KAHLAU?),2),4) allerdings 
an Mäusen durchgeführten Untersuchungen, in denen sich 
nach Inhalation von Radium-Emanation zwar mehrere Ade- 
nome, aber nur zwei Plattenepithelcarcinome gebildet hatten. 

Wie Frühstadien lehren, treten die Tumoren bei unseren 
Tieren zunächst in jenen Lungenbezirken auf, welche der 
Kapsel benachbart sind, also vornehmlich im rechten Mittel- 


LSS ek” 





x 


Fig. 1. Infiltrierend vorwachsendes Plattenepithelcarcinom der Lunge (10 Monate 
4 1:63 


nach Implantation einer Sr®-haltigen Kunstglaskapsel). HI 


lappen. Sie entstehen, oft multizentrisch, im Bereich der 
kleinen Bronchien und der Alveolen. Ihre Entwicklung be- 
ginnt mit einer Zellvermehrung und einer Metaplasie zu 
Plattenepithel, welches weiterhin eine Zunahme seiner Atypie 
und seiner Mitosen sowie eine immer deutlichere Wucherungs- 
tendenz erkennen läßt. Anfänglich bleibt dabei die alveoläre 
Struktur des Lungengewebes noch erhalten, später wird sie 
zerstört. Es besteht also eine lückenlose Reihe von zunächst 
gutartigen epithelialen Wachstumsvorgängen bis zu infil- 
trierenden und destruierenden Tumoren. An den großen Bron- 
chien sind in der Regel keine Veränderungen anzutreffen, wahr- 
scheinlich deshalb, weil die Strahlen bei unserer Versuchs- 
anordnung das Lungengewebe von außen treffen und daher 
vornehmlich auf dessen periphere Abschnitte wirken. 

Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Pathologisches Institut der Freien Universität Berlin, Berlin- 
Charlottenburg, und Röntgeninstitut der Chirurgischen Uni- 
versitäts-Klinik, Freiburg i. Br. 

H.-W. ALTMANN, W. HuNSTEIN und E. Stutz 

Eingegangen am 23. Oktober 1958 
1) Kawau, G.: Verh. dtsch. Ges. Path. 32, 379 (1950). — 
*) KAHLAU, G., u. A. Schraug: Naturwissenschaften und Medizin 
in Deutschland 1939—1946, Bd. 21, S. 132. Wiesbaden: Dieterich 
1948. — *) KısıELEsKI, W., G. SviHLa u. A.M. Brues: Science 112, 
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Analyse der Dosisabhängigkeit eines somatischen Strahlenschadens 
Ionisierende Strahlen verursachen an der Augenlinse zwei 
verschiedene Schäden: Trübung und Gewichtsänderung. Die 
Dosisabhängigkeit dieses somatischen Strahlenschadens wurde 
im Tierversuch ermittelt. Über die Ergebnisse ist bereits an 
anderer Stelle eingehend berichtet worden!),2). Hier soll der 









erste Versuch einer Deutung der beobachteten Dosis-Effekt- 
Beziehung unternommen werden. 

Die Augen von 20 bis 27 Tage alten Kaninchen wurden 
unter folgenden Bedingungen einzeitig röntgenbestrahlt: 
60 kV, 4 mA, Fokusabstand 4 cm, Feldgröße 2cm 9. Fig.1 
zeigt das Ergebnis. Es wurde das Linsengewicht in Abhängig- 
keit vom Beobachtungstermin aufgetragen. Parameter ist 
die in der Linse absorbierte Dosis. Außerdem sind am rechten 
Bildrand die graduellen Unterschiede der Radiokatarakt an- 
gegeben. Bei Dosen zwischen 300 und 1000 rad ist lediglich 
eine Trübung der hinteren Naht zu beobachten, über 1000rad 
trübt sich die gesamte hintere Rinde und bei Dosen über 
1600 rad kommt es zur Totaltrübung der Linse. In Fig. 2 
sind die aus Fig. 1 abgeleiteten Dosis-Effekt-Kurven aufge- 
zeichnet. 

Atypische, lineare und S-förmige Dosis-Effekt-Kurven 
folgen aufeinander. Dementsprechend wurde die Kurven- 
schar (Fig. 1) in drei Bereiche eingeteilt. Zu- 
nächst kommt es nach einer einmonatigen In- 
differenzphase zu einer pathologischen Gewichts- 
zunahme der Linse (Bereich I). Zwischen dem 
4. und 6. Monat nach der Bestrahlung liegt die 
Phase der linearen Regression (Bereich II). Dar- 
an schließt sich die Phase der S-kurvenförmigen 
Dosis-Effekt-Relation an (Bereich III). Wie spe- 
zielle Untersuchungen gezeigt haben, ist die Ge- 
wichtszunahme im Bereich I durch eine Wasser- 
aufnahme bedingt!*). Die Ursache der Linsen- 
Hydropisierung ist eine Permeabilitätsstörung. 
Die Wasseraufnahme der Linse ist als eine 
organspezifische Reaktion aufzufassen. Im Be- 
reich II findet man lineare Dosis-Effekt-Kurven 
verschiedener Neigung. Die mathematische Cha- 
rakterisierung lautet 


dL/dD = konst dL/L prop. 1/L. 


Das bedeutet, daß die Schädigungswahrschein- 
lichkeit um so größer wird, je kleiner das Lin- 
sengewicht ist. Dies läßt vermuten, daß ein 
chemischer Strahleneffekt zugrunde liegt. Wenn 
man die bisher bekannte Reaktionskette des 
hier untersuchten Strahlenschadens überblickt, 
möchte man am ehesten die Blockierung der 
DNS-Synthese verantwortlich machen. Es ist 
jedoch zu beachten, daß zahlreiche chemische 
Zwischenreaktionen eingeschaltet sind, über die 
zur Zeit kaum etwas bekannt ist. Der Bereich 
III — die Endphase der Schädigung — ist gekennzeichnet 
durch eine S-kurvenförmige Dosis-Effekt-Beziehung, wie sie 
bisher für einen somatischen Strahlenschaden allein als typisch 
angesehen wurde. Zweifellos gibt in diesem Bereich das biolo- 
gische Geschehen den Ausschlag. Der Übergang vom Aufbau- 
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Fig. 1. Das Linsengewicht in Abhängigkeit von Beobachtungs- 
termin und Dosis. t, Alter der Kaninchen zur Zeit der Bestrahlung. 
t, Zeitintervall zwischen Strahlenapplikation und Effektbeobach- 
tung. D In der Linse absorbierte Dosis in rad-Einheiten. N Naht- 
trübung, R Rindentrübung, T Totaltrübung 


zum Erhaltungsstoffwechsel hat zur Folge, daß die natürliche 
Wachstumskurve der Linse (die oberste Kurve der Kurven- 
schar in Fig. 1) einem Grenzwert zustrebt. Ein hierzu spiegel- 
bildliches Verhalten zeigt die Kurve der größten Schädigung 
(unterste Kurve in Fig. 1). Sie erreicht ihren Grenzwert, wenn 
der höchste Grad der Wachstumshemmung bzw. Gewichts- 
verminderung vorliegt. Aus dem Umbiegen der beiden 
Randkurven in die Horizontale läßt sich die S-förmige 
Dosis-Effekt-Kurve leicht erklären. 

Das Vorkommen linearer Dosis-Effekt-Relationen bei 
somatischen Strahlenschäden sowie der Wechsel der Dosis- 
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Effekt-Beziehung sind zwei bemerkenswerte Ergebnisse. Aus 
zwei Gründen sind diese komplizierten Verhältnisse hier so 
deutlich hervorgetreten. Einmal gestattet die Gewichts- 
änderung der Augenlinse als Kriterium der Strahlenwirkung 
eine exakte quantitative Auswertung. Zum anderen bietet 
der anatomische Aufbau der 
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Fig. 2. Dosis-Effekt-Kurven, ab- 


gensatz zu vielen anderen 
Geweben treffen hier die 
Strahlen auf Zellen gleicher 
Strahlensensibilität. Die Einheitlichkeit des anatomischen Auf- 
baues und die fehlende Erholung, die die primäre Strahlen- 
wirkung überdeckt und verwischt, erleichtern eine genaue 
Prüfung der Dosisabhängigkeit dieses Strahlenschadens. Die 


geleitet aus Fig. 1 


Tabelle 1 





Strahlenwirkung 





Latenzzeit abhän- 
gig von Dosis 
und Tieralter 


Direkte und indirekte Trefferereignisse 
Blockierung der DNS-Synthese 
Abnorme Mitosen 
Wachstumshemmung 


Nahttrübung bzw. Trübung der Äquatorialzone 


Entwicklungszeit Rindentrübung 
abhängig von Wasseraufnahme bei Verminderung des 
Tieralter und Er- Trockengewichtes 
nährungsform Totaltrübung 


Abnahme des Linsengewichtes 


erste Analyse der Versuchsergebnisse soll dazu dienen, weitere 
Ansatzpunkte für strahlenbiologische Experimente aufzuzeigen. 

Für viele wertvolle Hinweise möchten wir Herrn Professor 
Dr. Dr. h. c. B. RAJEwsky unseren Dank sagen. Für die Hilfe 
bei den Versuchen danken wir Fräulein M. L. BOKEMANN, 
Fräulein Cur. FISCHER und Fräulein M. MıKkoLAJczyYK sehr 
herzlich. 
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Eine neue, von einer Spezies der Streptomyces-reticuli- Gruppe 
gebildete Antibiotikakombination !) 


Ein in unserem Institut aus einer Erdprobe isolierter 
Streptomyces-Stamm, von uns mit der Bezeichnung ,,Strepto- 
myces IA 2814‘ belegt, wurde auf Grund seiner morphologi- 
schen Eigenschaften, speziell der Primär- und Sekundar- 
wirtelbildung des Luftmycels, zunächst der Streptomyces 
reticuli-Gruppe zugeordnet. Er zeichnete sich im Mikro- 
kulturenspektrum durch eine breitspektrale antibiotische Wir- 
kung aus, welche sich auf eine Anzahl gram-positiver und 
gram-negativer Bakterien, Mykobakterien, Hefen und Pilze 
erstreckt. Bei der papierchromatographischen Untersuchung 
der Fermentationsbrühe wurden zwei verschiedene Anti- 
biotika nachgewiesen, wovon das eine (Antibiotikum 2814 P) 
ausschließlich fungistatische, das andere (Antibiotikum 2814 A) 
bevorzugt antibakterielle Eigenschaften besitzt. 

Durch Butanolextraktion des Mycels und anschließende 
Reinigung wurde das fungistatisch wirksame 2814 P als rein- 


gelbe amorphe Substanz mit einer Wirksamkeit bis zur Ver- 
dünnung von 1:400000 gegen Sacch. cerevisiae im Agar- 
Diffusionsplattentest erhalten. Es löst sich in konzentrierter 
Schwefelsäure mit blauvioletter Farbe und absorbiert im UV 
mit drei charakteristischen Maxima der Polyen-Antibiotika 
bei 317, 332 bis 333 und 350 my. Nach der UV-Absorption, 
dem N-Gehalt und dem Löslichkeitsverhalten ist 2814 P am 
besten mit Eurocidin vergleichbar, zeigt jedoch nicht die für 
letzteres angegebene Drehung von [«]}? = — 200° in 0,1n HC1?). 

Das antibakteriell wirksame 2814 A wurde durch Ad- 
sorption aus dem Kulturfiltrat an Wofatit E, essigsaure Elution 
und chromatographische Reinigung an säurebehandeltem 
Al,O, erhalten und kristallisierte als Hydrochlorid aus Wasser 
in farblosen Nadeln vom Schmelzpunkt 170 bis 173° C (Zers.), 
(gef. C 41,81, H 6,26, N 26,05, Cl’ 11,92). Das in Wasser 
schwerlösliche Sulfat schmilzt bei 228° C und das Pikrat bei 
235°C. 2814 A gibt eine positive Ehrlich- und Sakaguchi- 
Reaktion und löst sich in verdünnter HNO, mit roter, schnell 
vergänglicher Farbe. Im UV absorbiert es mit den für Netro- 
psin®) charakteristischen Maxima bei 236 und 296my. und gibt 
bei alkalischer Hydrolyse wie letzteres ein Abbauprodukt vom 
Schmelzpunkt 240° C (gef. C 54,88, H 6,01, N 25,18). Auf 
Grund dieser Befunde und des gleichartigen Verhaltens in 
Papierchromatogrammen mit verschiedenen Lösungsmittel- 
systemen ist 2814 A als mit Netropsin identisch anzusehen. 

Neben den beiden Antibiotika 2814 A und 2814 P wurde 
ein drittes Stoffwechselprodukt, Substanz 2814 K, aus den 
Mutterlaugen der 2814 P-Gewinnung isoliert. Es kristalli- 
siert aus Dimethylformamid-Wasser in langen gelbgrünen 
Spießen oder aus Chloroform-Isopropanol in gelben unregel- 
mäßigen Platten vom Schmelzpunkt 154 bis 156°C (gef. 
C 66,52, H 6,09, N 3,52; [a]» = +44°, c=0,75 in Chloro- 
form). 2814 K ist in Alkoholen, Ketonen, Estern, Äther und 
Benzol mäßig, in Chloroform, Pyridin und Dimethylformamid 
gut, in Tetra, Petroläther und Wasser schwer- bis unlöslich. 
In konzentrierter Schwefelsäure löst es sich mit olivgrüner 
Farbe, die schnell nach rotbraun umschlägt, und absorbiert 
im UV mit zwei breiten Maxima bei 255 und 345 mu. Im 
Gegensatz zu den Antibiotika 2814 P und 2814 A zeigt 2814 K 
jedoch keine nennenswerten antibiotischen Eigenschaften. 
Während es Bakterien und Hefen in ihrem Wachstum prak- 
tisch nicht beeinflußt, wurde gegenüber Penicillium notatum, 
Penicillium glaucum und Aspergillus niger ein schwach fungi- 
statischer Effekt als Wachstumsverzögerung bei Konzentra- 
tionen von >6y/ml beobachtet. Die Toxizität gegenüber 
der weißen Maus ist bemerkenswert und erinnert an die des 
Aureothins‘). Subcutan wird 1 mg/kg noch vertragen, wäh- 
rend 2 mg/kg bereits letal wirken. 

Die gleichzeitige Bildung eines eurocidinähnlichen Pen- 
taen-Antibiotikums 2814 P, eines Netropsins 2814 A und einer 
toxischen Substanz 2814 K glauben wir als charakteristisches 
Unterscheidungsmerkmal unseres Streptomyces IA 2814 ge- 
genüber den bisher beschriebenen Netropsin- und Eurocidin- 
Bildnern werten zu können. 
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Die Bildung metachromatischer Granula 
in wachsenden und ruhenden Kulturen von Mycobacterium phlei 


An verschiedenen Mikroorganismen konnte ein Zusammen- 
hang zwischen der Bildung metachromatischer Granula und 
Phosphorylierungsvorgangen nachgewiesen werden, bei Myco- 
bakterien durch!~4). Am Aufbau dieser Granula sind maßgeb- 
lich Polyphosphate (PoP) beteiligt. Der Verlauf der Synthese 
dieser kondensierten Phosphate und ihre Bedeutung fiir den 
Stoffwechsel konnten bisher keine endgiiltige Klarung er- 
fahren. HOFFMANN-OSTENHOF und WEIGERT?®) sehen die PoP 
als P- und Energiequelle an. Zur Lösung dieses Problems 
dürfte die Beobachtung des Verlaufs der Granulierung in 
wachsenden und ruhenden Kulturen von Bedeutung sein. 
Methodisch ist dabei wichtig, daß innerhalb der Kultur gleich- 
mäßige Versuchsbedingungen herrschen. Aus diesem Grund 
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ist auch die Submerskultur der Agar- oder Oberflächenkultur 
vorzuziehen!). Eine Klumpenbildung, die bei Mycobakterien 
leicht eintritt, muß möglichst vermieden werden. Innerhalb 
der ersten 3 Std findet in Submerskulturen in Gegenwart 
von Phosphat, Glycerin und Mg** eine starke Zunahme 
(etwa um den Faktor 10) der Granulazahl statt!). KCN und 
2,4-Dinitrophenol unterdrücken in dem Maße, wie sie die 
Atmung hemmen, die Granulabildung. Unter normalen Be- 
dingungen fällt nach 3 bis 6 Std die Granulakurve steil ab, 
so daß nach etwa 12 Std wieder der Ausgangswert erreicht ist. 

Die Eiweißsynthese beginnt in wachsenden Kulturen 
(Sauton-Nährlösung) erst dann, wenn die Granulazahl im 
Sinken begriffen ist, die Polyphosphate also wieder depoly- 
merisiert werden. Parallel dazu nehmen Trockengewicht und 
Gesamt-N der Kulturen zu. Morphologisch ist eine Längen- 
zunahme der Bakterien zu beobachten. Die Teilung der 
Bakterien (log-Phase) beginnt erst nach etwa 12 Std, wenn die 
Granulazahl wieder auf den Nullwert abgesunken ist. Es ist 
anzunehmen, daß die in den kondensierten Phosphaten bereit- 
gestellte Energie bei der Eiweißbildung und anderen synthe- 
tischen Prozessen verbraucht und ein Teil des dabei entstehen- 
den Orthophosphates wieder ausgeschieden wird. Dafür 
spricht, daß einmal die Abnahme besonders des säureunlös- 
lichen P sowie des Gesamt-P parallel zur Granulierung er- 
folgt und daß zum anderen bei unseren Versuchen bisher kein 
Hemmstoff gefunden werden konnte, der die PoP-Synthese 
unterdrückt, ohne gleichzeitig die Eiweißsynthese zu hemmen. 
Ein steiler Abfall der Granulazahl nach 3 bis 6 Std ist auch bei 
ruhenden Zellen (Vorkultur Sauton ohne Asparagin geimpft 
in Phosphatpuffer + Glycerin + Mg**) zu beobachten, ob- 
wohl hier keine Eiweißsynthese stattfindet. Die Werte fallen 
allerdings häufig nicht bis zum Ausgangswert ab. Die Ein- 
schmelzung der Granula und damit die Depolymerisierung der 
PoP scheint also nicht unbedingt an energie- und P-ver- 
brauchende Prozesse während des Wachstums gekoppelt zu 
sein. Dafür spricht auch, daß es gelegentlich während inten- 
siven Wachstums zur Ausbildung eines sekundären Granula- 
maximums kommt. Es wäre denkbar, daß die Depolymerasen 
und Polyphosphatasen in Tätigkeit treten, wenn das Gleich- 
gewicht zwischen organisch gebundenem Orthophosphat und 
hochpolymerem PoP stark nach rechts verschoben ist. Ver- 
schiedene Stoffe, wie Tetrahydrofurfurylalkohol, NaN,, NaF 
wirken in niederen Konzentrationen auf die Einschmelzung 
der Granula in wachsenden und ruhenden Kulturen hemmend, 
ohne die Höhe des Granulamaximums, das Wachstum der 
Bakterien und die Atmung zu beeinflussen. 
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Über die Reaktivierbarkeit photodynamisch inaktivierter Hefezellen 
mit Natriumazid 

Photodynamisch inaktivierte Bakteriophagen!) und Bak- 
terien?) konnten bis jetzt noch nicht photoreaktiviert werden. 
Lediglich KapLan®) beschreibt einen Fall, wo bei der Photo- 
sensibilisierung von Serratia marcescens mit Glühlampenlicht 
möglicherweise die Inaktivierung von einem Photoreaktivie- 
rungsprozeß überlagert wird (und dadurch zu anderen Werten 
führt als die UV-Photosensibilisierung). 

In früheren Untersuchungen?) hatten wir gefunden, daß 
mit 3,4-Benzpyren und ultravioletten Strahlen (3000 bis 
4000 Ä) photosensibilisierte Hefezellen zwar ihr Sprossungs- 
vermögen verloren haben, aber noch in der Lage sind, 2,3,5- 
Triphenyltetrazoliumchlorid zu reduzieren, die Nadi-Reaktion 
zu katalysieren und sich im Berberinsulfat-Vitalitatstest5) 
nicht wie tote Zellen zu fluorochromieren. Wir prüften deshalb, 
ob derart inaktivierte Saccharomyces-carlsbergensis-Zellen 
(2,9 - 10° Erg/cm?) chemisch reaktiviert werden können. 

Glykokoll und Phenol (m/50 und m/25) — mit welchen 
Substanzen CHRISTOPHERSEN und KAUFMANN sowie LEMBKE, 
KAUFMANN, LaGonI und Gantz UV- bzw. hitzeinaktivierte 
Mikroorganismen reaktivieren konnten®) — vermochten die 
Zahl der vermehrungsfähigen Keime nach der Bestrahlung 
nicht zu modifizieren. Dagegen erwies sich Natriumazid 


(2: 10°? mol) — mit dem WAINWRIGHT und Nevrr UV-in- 
aktivierte Streptomyces-Sporen reaktivieren konnten?) — als 
geeignet: Durch 3 Std Natriumazid-Behandlung konnten etwa 
17% der inaktivierten Keime reaktiviert werden (Tabelle 1). 
Dieser Wert ist statistisch gesichert (t-Test). 


Tabelle 1. Pr tsatz der Hefekolonien nach 3 Std Inkubation der 
Zellen in Wasser oder Natriumazid (Mittelwerte aus je 29 Versuchen) 








Unbestrahlt . . . | 


H,O: 100 
Bestrahlt 


H,O: 30,9 


NaN;: 99,7 
NaN;: 42,9 


Somit zeigt sich, daß man zumindest auch bei der Benz- 
pyren-Photosensibilisierung von Hefezellen Teilungshemmung 
nicht = Tétung setzen kann. 

Beim Mechanismus der NaN,-Reaktivierung könnte 
möglicherweise entweder die bekannte Wirkung dieser Sub- 
stanz auf das Cytochromsystem §) oder die Tatsache eine Rolle 
spielen, daß NaN, befähigt ist, bestimmte Oxydationsprozesse 
— wie die ,,mitotic gelation‘‘®?) — zu hemmen. 

Fräulein A. Schürr danke ich für ihre sorgfältige techni- 
sche Assistenz. 
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Zur mathematischen Analyse der Strahleninaktivierung 
homozygoter Hefestämme verschiedenen Ploidiegrades 


Kürzlich wurde für die Uberlebendenrate U nach der 
Strahlendosis D fiir homozygote Zellen verschiedenen Ploidie- 
grades p folgende Formel angegeben!) 


U= 9: w? TT (1-1). 


Dabei hängen 9, W und ¢; (bzw. w; = 1 —1t;) in zunächst nicht 
bekannter Weise von der Dosis D ab. @ beschreibt den vom 
Ploidiegrad unabhängigen und in diesem Sinne ,,nicht-gene- 
tischen‘ Anteil der Überlebenswahrscheinlichkeit; Ww? ent- 
spricht dem Modell der dominanten und der letzte Term dem 
der rezessiven Letalmutationen. Dabei sind für den haploiden 
Fall (P=1) m rezessiv letale Gene angenommen. Für nicht 
zu große Dosen mag man ¢;=?¢ im Sinne eines Mittelwertes 
setzen, womit der letzte Term sich zu (1 - m" vereinfacht. 
In diesem Fall genügen die Dosiseffektkurven von vier ver- 
schiedenen Ploidiegraden, um die Unbekannten @, W, t und m 
zu bestimmen; dabei sollte m in einem gewissen Dosisbereich 
konstant sein. 

Mit vier Hefestämmen der Ploidiegrade p = 1, 2, 3, 4, die 
bis auf den Paarungstyp völlig homozygot sind und deren 
Aufbau an anderer Stelle beschrieben wird, wurden Dosis- 
effektkurven für die Inaktivierung mit UV (253 my) und 


Tabelle 1. Analyse der UV-Inaktivierung 
(In allen Fällen m = 25) 








rel. aS p=t p=2 p=3 p=4 

Dos. beob. ber. beob. ber. | beob. ber. | beob. ber. 
1 0,98 1,00 0,006) 0,84 0,84 |0,99 0,98 | 0,95 0,98 0,99 0,98 
2 |0,92 1,00 0,027) 0,46 0,465 | 0,94 0,90 | 0,92 0,92 0,92 0,92 
4 |0,81 1,00 0,10 | 0,055 0,058 0,64 0,63 0,78 0,79 0,84 0,81 
6 |0,70 0,84 0,15 | 0,016 0,01 0,19 0,275 | 0,47 0,385 0,35 0,34 
8 | 0,40 0,65 0,21 | 0,0053 0,0008 | 0,045 0,055 | 0,10 0,084 0,071 0,067 

Röntgenstrahlen (50kV, W-Anode, Be-Fenster) aufgenom- 


men. Als Aktivitätskriterium galt die Bildung makroskopi- 


scher Kolonien nach 2 bis 3tagiger Bebrütung bei 30° C. Die 
Ergebnisse wurden auf das Vorhandensein von Zellgruppen 
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Tabelle 2. Analyse der Röntgen-Inaktivierung 
(In allen Fällen g = 1,00 und m = 110) 














a ae p=1 de | 9-3 p=4 

Dos. beob. ber. beob. ber. | beob. ber. | beob. ber. 
1 | 0,99 0,0035 | 0,67 0,67 | 0,98 0,98 0,96 0,97 0,97 0,96 
2| 0,98 0,0071 | 0,45 0,45 0,95 0,95 0,93 0,94 0,94 0,92 
4 0,96 0,014 0,20 0,20 0,91 0,90 0,87 0,88 0,85 0,84 
6 | 0,94 0,021 0,09 0,092 | 0,85 0,835 | 0,82 0,83 0,77 0,78 
8 | 0,91 0,028 | 0,04 0,04 0,74 0,76 0,75 0,76 0,67 0,69 
10 | 0,88 0,036 | 0,018*) 0,017 | 0,66 0,66 0,70 0,68 | 0,58 0,59 


*) extrapoliert 


korrigiert!®). Mehrere Versuchsreihen wurden gemittelt und 
graphisch ausgeglichen. Die Tabellen 1 und 2 zeigen, welche 
Werte von @, W, t und m eine befriedigende Übereinstimmung 
mit den experimentellen Ergebnissen für Ü ergeben. Eine 
kritische Diskussion wird an anderer Stelle gegeben werden. 

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft und 
dem Bundesministerium für Atomkernenergie und Wasser- 
wirtschaft für die Unterstützung unserer Arbeit und Fräulein 


CHR. UMLAUF für die gewissenhafte Assistenz bei den Ver- 
suchen. 


I. Physikalisches Institut der Freien Universität Berlin, 
Abteilung für Biophysik W. STEIN 


Max-Planck-Institut für vergleichende Erbbiologie und Erb- 
pathologie, Berlin-Dahlem W. LasKkowskı*) 


Eingegangen am 28. Oktober 1958 


* Zur Zeit Berkeley, California (USA). 
1) STEIN, W., u. W. Laskowskt: Z. Naturforsch. a) 12b, 542 
1957); b) 13b, 651 (1958). 


Eine Methode zur elektrophysiologischen Untersuchung 
der isolierten Krebsretina 


Die Methode wurde am Auge von Eupagurus bernhardus L. 
erprobt. Zur Isolierung der Retina wird der Augenstiel im 
Gelenk vom Krebskörper abgetrennt. In Salzlösung wird der 
Augenstiel an zwei gegenüberliegenden Seiten von der hinteren 
Öffnung her bis nahe an die Cornea mit einer Schere aufge- 
schnitten. Die eine Hälfte der cuticulären Wandung des 
Augenstiels wird hochgeklappt, dabei wird das Gewebe im 
Innern mit einer Nadel vorsichtig von der Cuticula abgelöst. 
Das Auge selbst läßt sich entsprechend von der Cornea ablösen, 
wobei in der Regel viele Kristallkegel verlorengehen. Nun 
wird das Auge mit dem anhängenden Gewebe so in eine Wachs- 
mulde gelegt, daß die distale Augenseite der Wachsmulde 
anliegt. Das Präparat wird mit Salzlösung benetzt. Die opti- 
schen Ganglien und das übrige der Retina anhängende Ge- 
webe können nun von der Retina mit einer Iridektomieschere 
abgetrennt werden, so daß die reine Rezeptorenschicht er- 
halten bleibt. Auf die proximale Seite der Retina wird ein 
Stück feuchtes Filtrierpapier gelegt, an dem die Retina 
hängenbleibt. 

Die Retina R (Fig. 1) auf dem Filtrierpapier F (punktiert) 
wird in die mit Vaseline bestrichene Aussparung des Halters H 
(aus dem Kunststoff Trovidur) gelegt und der ebenfalls ge- 
fettete Deckel D eingesetzt. Das Versuchsgefäß wird gemäß 
Fig. 1 zusammengesetzt und mit Salzlösung gefüllt. Der 
Retinahalter trennt das Gefäßinnere in zwei Räume. Der 
vordere Raum steht mit der distalen, der hintere mit dem 
Filtrierpapier an der proximalen Seite der Retina in Berüh- 
rung. Beide Räume werden getrennt durchspült; dadurch 
sind sie elektrisch gegeneinander isoliert. Die leeren Pfeile 
geben Zustrom und Abfluß an. Der vordere Raum ist durch 
eine planparallele Glasplatte P abgeschlossen. Durch Ansätze 
stehen die beiden Räume mit je einer oder zwei Elektroden 
in Verbindung (E, vordere, EF; hintere Elektrode[n]). Als 
Elektroden werden gesättigte Kalomelelektroden (Schott & 
Gen. 9106 gaf) verwandt. Ein Elektrodenpaar dient der 
Ableitung des Belichtungspotentials, ein weiteres kann zur 
Zuführung von elektrischen Strömen oder zur Widerstands- 
messung an demselben Areal der Retina, von dem abgeleitet 
wird, verwendet werden. Die Ableitung erfolgt großflächig, 
Vorderseite gegen Hinterseite der Retina. Der volle Pfeil 
unter L gibt die Richtung des Lichtes an, mit dem die Retina 
belichtet wird. Das Versuchsgefäß wird in ein temperatur- 
konstantes Aquarium getaucht. 

Für Eupagurus wurde folgende Salzlösung als Blutersatz 
verwendet: NaCl 523,3; KCl 10,0; CaCl, 10,2; MgSO, 10,5; 
NaHCO, 2,3 mM/l Lösung, pH 7,3. 





Der Widerstand der Retina im Versuchsgefäß liegt zwi- 
schen Werten von 1 und 5 kQ. Das Belichtungspotential wird 
an der distal von der Retina liegenden Elektrode E, negativ 
gegenüber der proximalen E, gemessen. Die gemessene 
Spannung ist wegen der Nebenschlüsse innerhalb und am 
Rande der Retina gering. Bei Belichtung mit 250 Lux (un- 
buntes Licht) bei 10° C betrug die Potentialhöhe an den Ab- 
leitelektroden im allgemei- 
nen 0,1 bis 1,0 mV, in einigen 
Fällen bis zu 10mV. Sie war 
stark von der Präparation 
abhängig. Innerhalb dessel- 
ben Versuches blieb sie gut 
konstant. Bei der beschrie- 
benen Versuchsanordnung 
läßt sich die Retina einen 
Tag und länger funktions- 





oe ee RR 
L L L 1 L L L 1 L L J 
a 7 sec 2 
Fig. 2 
Fig. 1. Schematische Darstellung des Versuchsgefäßes. Erklärung 
im Text 


Fig. 2. Belichtungspotential einer Retina von Eupagurus. Das 
Ganglion opticum I war nur teilweise entfernt. 10°C; etwa 180 Lux. 
Darunter Markierung der Belichtung 


fähig erhalten. Fig. 2 zeigt ein Elektroretinogramm. Nach 
dem Versuch wird die Retina zur Kontrolle mit dem Filtrier- 
papier fixiert, eingebettet und geschnitten (Fig. 3). 

Auch vom ganzen Krebsauge kann man mit dem beschrie- 
benen Versuchsgefäß gute Belichtungspotentiale erhalten. 
Dazu wird als Trennwand zwischen den beiden Räumen des 








37mm 


Fig. 3. Schnitt durch eine Retina von Eupagurus nach einem sieben- 

stündigen Versuch (Ausschnitt). Formol 10%, Paraffin 15 x, Hama- 

laun-Eosin. R Retina, N an die Retina anschließende Nervenfasern, 
F Filtrierpapier 


Versuchsgefäßes an Stelle des Retinahalters eine Gummi- 
membran verwandt. In der Membran befindet sich ein enges 
Loch, dessen Rand mit Vaseline bestrichen ist. Durch das 
Loch wird der vom Tier abgetrennte Augenstiel gesteckt. Die 
Cornea ragt dann in den vorderen Raum, der Augenstiel mit 
seiner rückwärtigen Öffnung in den hinteren Raum des Ver- 
suchsgefäßes. 


Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
Biologische Anstalt Helgoland, Hamburg-Gr. Flottbek 


H. STIEVE 
Eingegangen am 3. Oktober 1958 





Zur Nymphosedetermination bei der Reblaus 


Während sich zahlreiche Untersuchungen [Lit. !),2)] mit 
den Faktoren beschäftigen, welche die Nymphose bei der Reb- 
laus begünstigen, gibt es entwicklungsphysiologisch verwert- 
bare Angaben über den Determinationsverlauf kaum. Solche 
Untersuchungen müssen, im Gegensatz zu dem bisher fast 
ausschließlich üblichen Verfahren, mit Massenzuchten an 
Topfreben oder im Freiland zu arbeiten, an Kulturen durch- 
geführt werden, in denen sich der Entwicklungsgang der ein- 
zelnen Larve beobachten läßt. — Wir verwendeten in unseren 
Untersuchungen’) 1 bis 2cm große Rebensämlinge, die in 
Petri-Schalen auf angefeuchtete Watte gelegt und dann mit 
der gewünschten Anzahl von Eiern infiziert wurden. Aus den 
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Eiern entwickelten sich in etwa 14 Tagen eierlegende Wurzel- 
läuse oder Nymphen bzw. Geflügelte. Das Stadium einer Larve 
läßt sich hier leicht und sicher an der Anzahl der neben ihr 
liegenden Exuvien bestimmen. 

Als erstes war zu prüfen, ob die Determination in der 
Mutterlaus stattfindet, die abgelegten Eier also bereits be- 
stimmt sind, sich zu Nymphen oder Wurzelläusen zu ent- 
wickeln. STELLwAAG-KITTLER®) gibt hierzu an, daß die zuerst 
abgelegten Eier einer Laus stets wieder zu Wurzelläusen 
würden, die späteren — wenn überhaupt — dann ausschließlich 
zu Nymphen. Es wurden nun die in Petri-Schalenkulturen 
abgelegten, der Reihenfolge ihrer Ablage nach bekannten Eier 
einer Anzahl Läuse auf ihre Entwicklungsfähigkeiten hin ge- 
prüft. Da sich die Infektion eines Keimlings mit mehreren 
Eiern als ein Mittel erwiesen hatte, Nymphose auszulösen, 
Einzelzucht (im dunklen Thermostaten bei 23 + 1°) aber immer 
zu Wurzelläusen führte, wurden die zuerst abgelegten Eier zu 
Gruppen von 5 bis 10 an neue Keimlinge gebracht, die später 
abgelegten auch einzeln. Im ersteren Fall traten in keinem 
Versuch nur Wurzelläuse auf, in einigen dagegen nur Nymphen, 
in anderen Nymphen und Läuse. Die später abgelegten Eier 
können sich auch dann zu Wurzelläusen entwickeln, wenn 
zuvor bereits Nymphen entstanden sind. Den typischen Ver- 
lauf eines solchen Versuches gibt die Tabelle 1 wieder. Aus 


Tabelle 1 








Ablage- zn der zur Anzahl me en: 
Ss nfektion ver- Larven am | Nymphen läuse 
wendeten Eier Sämling 

1—7 7 5 4 1 
15—22 7 3 | — 3 
23—29 6 4 3 1 
40—46 7 3 | 2 1 
60—68 2 1 - 1 
69—81 2 1 1 
69—81 2 1 _ 1 


diesen Versuchen ergibt sich, daß die Eier noch nicht in der 
Mutterlaus determiniert worden sind, sondern sich je nach 
Umweltbedingungen der Larven zu Nymphen oder Wurzel- 
läusen entwickeln können. 

Bei einzeln gehaltenen Larven läßt sich die Nymphose da- 
durch auslösen, daß man die Kulturen dem Tageslicht aus- 
setzt. Durch Einsetzen der Kulturen in diese Bedingungen 
bei verschiedenem Alter der Larven kann man den Zeitpunkt 
der Nymphosedetermination weiter festlegen. Tabelle 2 gibt 








Tabelle 2 
Dem Licht ausgesetzt Nymphen | Läuse n 

Als Ei unmittelbar vor dem Schlüpfen 
Te 16 20 36 
Nach der ersten Häutung. . .... 1 13 14 
Kontrolle im dunklen Thermostaten . | 1 37 38 


das Ergebnis dieser Versuchsreihe wieder. Hiernach läßt sich 
mit großer Wahrscheinlichkeit sagen, daß die Determination 
zur Nymphenbildung in Larven des ersten Stadiums statt- 
findet, allenfalls noch zu Beginn des zweiten. Nach der Häu- 
tung zum dritten Larvenstadium sind bereits morphologische 
Unterschiede zwischen ,,Pranymphen‘‘ und Wurzellauslarven 
erkennbar!). Mit diesen entwicklungsgeschichtlichen Daten 
stehen die geschilderten Befunde also in gutem Einklang. 

Die Möglichkeit, die Nymphose in Einzelzuchten auszu- 
lösen, zeigt noch, daß entgegen früheren Annahmen Mehrfach- 
befall keine Voraussetzung für das Entstehen von Nymphen 
ist. Bei der Nymphoseauslösung durch Mehrfachbefall ist eine 
Direktwirkung der nebeneinander sitzenden Läuse aufeinander 
als „Gruppeneffekt‘‘ auszuschließen, da Larven an mehrfach 
besetzten Keimlingen auch dann zu Nymphen werden können, 
wenn sie völlig isoliert sitzen. Man muß annehmen, daß in 
diesem Fall die Nymphose durch eine allgemeine Schädigung 
der Pflanze ausgelöst wird. 


Bundesforschungsanstalt für Rebenzüchtung, Geilweilerhof, 
Post Siebeldingen über Landau i.d. Pfalz 


ULRICH CLEVER 


Eingegangen am 15. Oktober 1958 

1) STELLwAAG, F.: Die Weinbauinsekten. Berlin: Parey 1928. 
®) MAILLET, P.: Ann. Sci. natur., Zool. 11, 283 (1957). — ?) CLE- 
VER, U.: Vitis [Landau] (im Druck). — ?) STELLWAAG-KITTLER, F.: 


Dtsch. Weinbau 9, 737 (1954). 


Die Nahrung der Proturen 


Beobachtungen an Acerentomon doderoi SILv. 
und Eosentomon transitorium BERL. 


Über die Lebensweise der Proturen (blinde, fühlerlose 
Urinsekten) war seither fast nichts bekannt. Auch über ihre 
Ernährung gab es nur Vermutungen. Vielfach nahm man an, 
daß sie sich von kleinen Bodentieren ernährten!), doch glaubt 
z.B. EwınG?), daß sie auch Laubstreu in einem bestimmten 
Zersetzungsstadium wenigstens zeitweise fräßen. 


Meine Tiere stammten aus den oberen Bodenschichten 
eines Eichen-Hainbuchen-Waldes bei Bingen am Rhein. Ich 
konnte sie bis zu 96 Tagen am Leben halten. Acerentomon, 
die größere und robustere Art, ernährt sich, wie in den Zucht- 
gefäßen häufig und eindeutig zu beobachten war (Fig. 1), 
durch Saugen an Baum- (Eichen- und Hainbuchen-) Mykor- 
rhiza, was bemerkenswert 
ist, da diese spezialisierte 
Art der Ernährung im Tier- 
reich einzig dastehen dürfte. 

Der Saugakt konnte bei 
verschieden alten Tieren 
wiederholt beobachtet wer- 








den. Sie stechen in den äu- qb 
Beren Hyphenmantel der 





Fig. 1a u. b. Beobachtungsgefäß 
für Proturen. a Von der Seite; 
b von oben. Schwarz = Gummi; 
punktiert = Objektträger; schraf- 


ektotrophen Mykorrhiza, 
meist in der Nähe der Wur- 
zelspitze, so weit ein, daß 
das Rostrum etwa die Ober- 


. = Asset fiert = Zuchtraum. Außerhalb 
fläche berührt. Am Einstich der Beobachtungszeit Aufbe- 
sind nur die stilettartigen wahrung in einer feuchten 


Mundwerkzeuge, nicht aber Kammer 

das Rostrum oder die Vor- 

derbeine beteiligt. Das Saugen selbst gibt sich durch eine auf- 
fallende Belebung der Mitteldarmperistaltik zu erkennen. Bei 
dieser Peristaltik laufen Einschnürungen den langgestreckten 
Mitteldarm entlang, entweder von vorn nach hinten oder von 
hinten nach vorn. Im ersten Fall ist es immer nur eine Ein- 
schnürung, im zweiten Fall sind es fast immer mehrere, die 
kurz hintereinander nach vorn laufen und von denen fünf 
und mehr gleichzeitig zu sehen sein können. Wenn vor dem 
Saugen überhaupt eine Peristaltik stattfindet, kommt auf 
eine Rückwärtswelle im Durchschnitt nur etwa eine Vorwärts- 
periode. Beim Saugen hingegen folgen die Perioden wesentlich 
schneller aufeinander, und die Rückwärtsperistaltik nimmt 
überhand, so daß z.B. pro Minute auf 37 Rückwärtswellen 
nur 6 Vorwärtsperioden kommen und der Darminhalt bevor- 
zugt nach hinten bewegt wird. Die Mundteile können 1 Std 
und länger eingestochen bleiben. In dieser Zeit kann die 
Intensität der beschriebenen Bewegungen stark wechseln. 


In selteneren Fällen saugte Acerentomon auch an einzelnen 
Pilzhyphen und Hyphensträngen. Eosentomon konnte ich 
ebenfalls beim Saugen an Mykorrhiza beobachten, doch stach 
diese Art auch oft Einzelhyphen an. Die Mitteldarmperistaltik 
ist hier bei weitem nicht so auffällig wie bei Acerentomon. 

Mit den ernährungsbiologischen Beobachtungen stimmt, 
besonders bei Acerentomon, der ökologische Befund gut über- 
ein. Ich erhielt diese Art besonders häufig aus gut durch- 
wurzelten sauren Bodenproben (py etwa 5,0)%). Bekanntlich 
kommt es nur in sauren Böden zur Ausbildung von Baum- 
Mykorrhizen. Beim Aussuchen von Bodenproben unter dem 
Binokular fand ich Acerentomon immer in der Nähe von 
Mykorrhiza. 


Der Darminhalt von Acerentomon ist im Gegensatz zu dem 
meist bräunlichen von Eosentomon fast durchweg rein weiß 
und besteht aus kleinen rundlichen, meist unter einem u großen 
Körperchen, deren chemische Natur noch ungeklärt ist, die 
jedoch wohl Stoffwechselendprodukte darstellen, da sich ihre 
Zahl bei Hungertieren, die bis zu 7 Wochen am Leben blieben, 
oft deutlich vermehrte. Die Kotabgabe wurde mehrmals 
beobachtet. Einige Zeit vorher trat ein Teil des fast immer 
vorhandenen weißen Mitteldarminhaltes in den feinen Hinter- 
darm und wurde schließlich ruckartig als kleines Würstchen 
von etwa 0,1 mm Länge nach außen abgegeben. Auf diese 
Weise kann in Einzelportionen der ganze Darminhalt ab- 
geschieden werden. Manchmal wird mit der weißen Substanz 
noch eine wasserklare Flüssigkeit oder überhaupt nur diese 
ausgestoßen. Letzteres beobachtete ich auch bei Eosentomon. 


Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich für 
ihre Unterstützung, Herrn S.L. TUXEN für die Bestimmung der 
Arten. Die Art E.transitorium BERL. ist identisch mit 
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E.armatum StacH; vgl. dazu Tuxen, S.L.: Neues über 
E. armatum StacH. Acta Zool. Cracoviensia 2 (27), 621 — 636 
(1958). 


Zoologisches Institut der Universität, Mainz 


HELMUT STURM 
Eingegangen am 25. Oktober 1958 
1) Vgl. Hanpscuin, E.: Myrientomata in Biologie der Tiere 
Deutschlands, Bd. 1, Lfg. 25, S 1 (1926). — *) Ewıng, H.E.: Ann, 
Ent. Soc. Amer. 33, 3 (1940). — 8) STRENZKE, K.: Zool. Jb., Abt. 
Syst. 75, 73 (1942). 


Orientierungsrhythmik und tagesperiodische Aktivität 
beim Wasserläufer Velia currens F. 


Nach unseren bisherigen Befunden!®), 2), 3) steuert der 
Wasserläufer Velia currens F. beim Lauf auf dem Trockenen 
nach einer ruhenden Lichtquelle einen photomenotaktischen 
Kurs, dessen Winkelwert sich während 24 Std rhythmisch 
verändert; bei der Orientierung unter natürlichen Bedingungen 





720 


links = —Schwerewinkel—> rechts 


RE 8 8% 
Richtungswinkel zur Schwerkraft (Ordinate) während 24 Std 
(Abszisse). Mittelwerte von 15 Tieren in 30 Einzelläufen 


Fig. 1. 


nach der Sonne oder dem polarisierten Himmelslicht fliehen 
die Tiere kompaßtreu nach Süden. Weitere Aufschlüsse über 
den zentralnervösen Mechanismus dieser Orientierungsrhyth- 
mik erhofften wir von der Untersuchung der tagesperiodischen 
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Aktivitat 


lea © 0 u 4 
Fig. 2. Aktivitätsänderungen in Prozent der größtmöglichen Akti- 


vität (Ordinate) während 24 Std (Abszisse). 


Mittelwerte von 
16 Tieren 


lokomotorischen Aktivität sowie der spontanen Orientierung 
im Schwerefeld der Erde. 

Beim Lauf in diffusem Licht auf einer senkrechten Fläche 
hält der Wasserläufer am Tage und zur Nachtzeit relativ zur 
Lotrechten einen Winkel ein, dessen Gradwert sich ähnlich 
wie bei der Photomenotaxis rhythmisch verändert: vormittags 
weicht er meistens nach rechts von der Lotrechten ab, d.h. 
kehrt seine rechte Seite dem Erdmittelpunkt zu, mittags 
läuft er senkrecht nach oben und beginnt im Laufe des Nach- 
mittags immer mehr nach links abzuweichen. Am Abend und 
in der Nacht kehrt sich der Drehsinn dieser Rıchtungsände- 
rungen ebenso wie beim Lichtkompaß um (Fig. 1). Auch die 
geomenotaktische Orientierungsrhythmik ist weitgehend 
außenbedingt und läßt sich durch Phasenverschiebung bzw. 
Inversion des Hell-Dunkel-Wechsels in kurzer Zeit umstim- 
men; ihr Gesamtverlauf läßt sich mit dem der photomeno- 
taktischen!®), 2) gut vergleichen. 

Die Rhythmik beider Orientierungsweisen ist anscheinend 
mit den tageszeitlichen Aktivitätsschwankungen synchroni- 
siert. — Die Aktivität eines frei auf der Wasseroberfläche 
schwimmenden Tieres im normalen Tag-Nacht-Wechsel regi- 
strierten wir photographisch und berechneten ihre Stärke in 
Prozent der größtmöglichen. Am frühen Morgen sind die 


Tiere recht lebhaft; gegen Mittag nimmt die Aktivität rasch 
ab, steigt allmählich wieder an und erreicht zur Zeit des 
Sonnenunterganges ein zweites, noch stärker ausgeprägtes 
Maximum; danach verringert sie sich wieder gegen Mitter- 
nacht. Die Aktivitätsmaxima liegen also am Morgen vor und 
während des Sonnenaufgangs, am Abend bei Sonnenunter- 
gang, die Minima am Mittag und zur Mitternacht. Der Verlauf 
dieser Aktivitätsänderungen läßt sich mit dem der Winkel- 
änderungen bei der Photo- bzw. Geomenotaxis unmittelbar 
vergleichen, wenn man die Aktivitätswerte von 12 bis 24h 
mit umgekehrtem Vorzeichen in das Koordinatensystem ein- 
trägt, d. h. sie jeweils um die angenommene Achse spiegelt und 
so dem ‚„diphasischen‘‘ Verlauf der Orientierungskurven an- 
gleicht (Fig. 2). 

Demnach ist der Wasserläufer zur Zeit seiner kleinsten 
Aktivität positiv phototaktisch bzw. negativ geotaktisch; je 
lebhafter er wird, umso mehr bevorzugt er die menotaktische 
Einstellung. Jedem Aktivitätszustand läßt sich so ein meno- 
taktischer ,,Sollwert‘‘ der tagesrhythmischen Orientierung zu- 
ordnen. Auch im Einzelnen läßt sich die Rhythmik in allen 
drei Abläufen gut miteinander vergleichen: so treten oft vor 
der Morgendämmerung stärkere Schwankungen im Rhythmus- 
verlauf auf, und am späten Nachmittag ändern sich die Werte 
häufig sprunghaft. Das Ausmaß der Winkel- und ebenso der 
Aktivitätsänderungen hängt weiterhin vom Gesamtzustand 
des Einzeltieres ab; durch längere Gefangenschaft, Nahrungs- 
mangel u.a. geschädigte Tiere verändern den Orientierungs- 
winkel nur geringfügig; ebenso schwach sind dann auch die 
Aktivitätsschwankungen. 

Wenn der tageszeitliche Ablauf von zweierlei Taxien mit 
dem der Aktivität übereinstimmt, dann liegt es nahe, einen 
gemeinsamen, vom Tag-Nacht-Wechsel als Zeitgeber gesteuer- 
ten Grundrhythmus anzunehmen, der im ZNS der Velien ab- 
läuft und seinen Erregungsspiegel moduliert. Auch der Richt- 
mechanismus wird von ihm entscheidend beeinflußt. Einen 
ähnlichen Zusammenhang zwischen dem Erregungszustand 
des ZNS und der Größe des photomenotaktischen Orientie- 
rungswinkels hatte schon früher Brrukow!*) bei Narkose- 
versuchen am Mistkäfer wahrscheinlich gemacht; die vor- 
liegenden Befunde lassen weitere Einblicke in den Funktions- 
mechanismus der Menotaxis und der inneren Uhr bei Insekten 
erhoffen: Nach der ‚„Kompensationstheorie‘‘ der Menotaxis 
1a),4) 14Bt sich jedem Richtungswinkel zur Reizquelle ein 
zentralnervöses Gleichgewicht zwischen afferenten und effe- 
renten Dreherregungen (,,Drehkommandos‘) zuordnen; ge- 
rade die letzteren diirften aber in erster Linie vom Aktivitats- 
spiegel des ZNS abhängen. Den dazu passenden afferenten 
Erregungswert kann der Wasserläufer auch ohne Rücksicht 
auf die Seitenbeziehungen einstellen®), doch wird die Winkel- 
größe immer von der Tageszeit bestimmt. Offen bleibt jedoch 
nach wie vor die Frage nach den Ursachen solcher spontanen 
photo- bzw. geomenotaktischen Orientierungstendenzen, die 
als Verhaltensweisen offenbar angeboren und artspezifisch 
sind. 

Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 


Zoologisches Institut der Universität, Freiburg i. Br., und 
Zoologisches Institut der Universität, Göttingen 


LUDGER RENSING, HANNA OBERDORFER und GEORG BIRUKOW 


Eingegangen am 13. November 1958 


1) Birukow, G.: a) Z. vergl. Physiol. 36, 176 (1954). — b) Z. Tier- 
psych. 13, 358 (1956). — ?) Brruxow, G., u. E. Busch: Z. Zierpsych. 
14, 184 (1957). — 3) Brrukow, G., u. D. Emets: Naturwiss. 44, 474 
(1957). — 4) JANDER, R.: Z. vergl. Physiol. 40, 162 (1957). 


Zur Physiologie einiger Bockkafersymbionten 


Die symbiontischen Hefen einiger Bockkäfer (Rhagium 
inquisitor L., Rhagium mordax Dec., Leptura rubra L.) 
wurden isoliert und in vitro auf Eigenschaften geprüft, die 
Hinweise auf ihre Funktion im symbiontischen System geben 
konnten. Die isolierten Stämme!) erwiesen sich als zur Gat- 
tung Candida gehörig. Dieser Befund steht im Einklang mit 
den Feststellungen GRAEBNERS#), jedoch im Gegensatz zu den 
Befunden von SCHANDERL®), der den Symbionten von Rha- 
gium inquisitor als Mycoderma bispora BALTATU bezeichnete. 
Alle drei Hefen zeigen einen ausgeprägten Vitaminbedarf. 
Während der Symbiont von Rhagium inquisitor zwar ohne 
Biotin auskommt, bei Anwesenheit dieses Vitamins jedoch 
viel rascher wächst, erwies sich die Hefe aus Rhagium mordax 
als biotin-, die aus Leptura rubra als biotin- und pyrimidin- 
heterotroph. 
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Die Prüfung auf Verwertbarkeit verschiedener N-Quellen 
erfolgte in früheren Arbeiten ohne Vitaminzusatz, was zu 
Fehlresultaten führen mußte. Der N-Stoffwechsel der Sym- 
bionten wurde deshalb bei Anwesenheit der benötigten Vit- 
amine nochmals geprüft. Es zeigte sich, daß alle drei Symbion- 
ten in der Lage sind, Ammonium, Harnstoff, Harnsäure, 
Alanin, Glutaminsäure und Pepton zu verwerten. Nitrat und 
atmosphärischer Stickstoff können nicht assimiliert werden. 

Besonders interessant ist die Tatsache, daß in Nähr- 
lösungen mit Harnstoff als N-Quelle tropfenförmige Zellen 
häufiger auftreten als bei anderen Stickstoffquellen. Diese 
Zellform, die den Symbionten in ihrer natürlichen Wohn- 
stätte, dem larvalen Mycetom, zu eigen ist, tritt sonst in 
Kultur zugunsten runder bis ovaler Zellen weitgehend zurück. 
Ähnliches konnte GRAEBNER*) auf Nährböden beobachten, 
die Xylose als C-Quelle enthielten. Die symbiontischen Hefen 
scheiden eine Reihe von Vitaminen der B-Gruppe in die 
Nährlösung ab. 


Tabelle 1 











Hefe aus 
Vitamin = 
Rh. inquisitor Rh, mordax Lept. rubra 
OS ee 0,0 0,0 0,0 
Riboflavin... . 8,57 0,0 0,66 
Adermin .... 0,023 0,0 0,046 
Nicotinsäure . 0,16 0,20 0,21 
Pantothensäure . 0,23 0,0035 0,21 
Folsäure . 0,08 0,25 0,24 


Die Werte in der Tabelle 1 sind in Kubikzentimeter der von 
GRAEBNER angegebenen Reichstein-Kombination?) je 100 mg 
Hefetrockensubstanz ausgedrückt. Die gefundenen Absolut- 
werte wurden auf diese Lösung bezogen, um einmal die 
einzelnen Resultate miteinander vergleichen zu können, zum 
anderen, um Hinweise auf das Mengenverhältnis der abgege- 
benen Stoffe im Vergleich zum Eigenbedarf der Insektenlarven 
zu erhalten. 

In der Tat liegen 8 der 13 Werte in einer Größenordnung 
von 0,1 bis 0,6. Diese Tatsache scheint darauf hinzuweisen, 
daß die Vitamine in einem für Insekten optimalen Verhältnis 
produziert werden. Das Fehlen von Aneurin in der von den 
beiden aneurinautotrophen Hefen bewachsenen Nährlösung 
ist wohl darauf zurückzuführen, daß Hefen dieses Vitamin in 
großem Ausmaß speichern®?). Es konnte anderweitig nach- 
gewiesen werden, daß beide Hefen das Vitamin zu syntheti- 
sieren vermögen. Die Hefe aus Rhagium inquisitor, die durch 
besonders starke Riboflavinabgabe auffällt, gehört zu Candida 
guilliermondii LANGERON et GUERRA. Diese Art ist dafür 
bekannt, daß sie dieses Vitamin in großer Menge ins Substrat 
abscheidet*®). Auch die Abgabe einer Anzahl von Aminosäuren 
in die Nährlösung konnte papierchromatographisch nachge- 
wiesen werden. 

Aus den mitgeteilten Ergebnissen, über die an anderer 
Stelle noch ausführlich berichtet wird, kann geschlossen wer- 
den, daß die Funktion der Symbionten in einer Belieferung 
des Wirtes mit Vitaminen der B-Gruppe und mit Aminosäuren 
sowie im Abbau von Endprodukten seines Stoffwechsels zu 
suchen ist. 

Herrn Dr. E. F. M6LLER (Max-Planck-Institut für medi- 
zinische Forschung, Heidelberg) sei für seine Hilfe bei der 
Bestimmung der abgeschiedenen Vitamine bestens gedankt. 

Botanisches Institut der Technischen Hochschule, Karlsruhe. 

H. KUHLWEIN und G. JURZITZA 


Eingegangen am 29. Oktober 1958 


1) Die Bestimmung erfolgte durch das Centraalbureau voor 
Schimmelcultures in Baarn. — *) Folsäure 100 y, B, 700 y, Bz 700 y, 


Bg 3500 y, B-Biotin 20 y, Nicotinsäureamid 3500 y, pantothensaures 
Ca 7000 y, Cholinchlorid 100000 y, Meso-Inosit 135000 y, p-Amino- 
benzoesäure 70 y, By. 0,05 y, dest. Wasser 100 ml. — 8) Fink, H., 
u. F. Just: Biochem. Z. 308, 15 (1941); 309, 1, 212, 219 (1941); 


311, 61, 285 (1942); 313, 39 (1942). — *) GRAEBNER, K.E.: Z. Mor- 
phol. Okol. Tiere 41, 471 (1954). 5) KnUsEL, F.: Arch. Mikrobiol. 27, 
219 (1957). — °) ScHANDERL, H.: Z. Morphol. Ökol. Tiere 38, 527 
(1942). 


The Probable Origin of the so-called Yolk Nucleus in the Oocytes 
of Barbus stigma (Cuv. & Val.) and Mystus seenghala (Sykes) 
Several among the studies of the teleostean yolk nucleus 
are extensive!-). The nucleolar extrusions in the teleostean 
oocytes are reported by several authors. In this study the 


ovaries are fixed in picroformol-acetic. Paraffin sections are 
cut at 4, 6 and 8 thickness and stained in HEIDENHAIN’s iron 
haematoxylin and DELAFIELD’s haematoxylin. 

Examination of the young oocytes of B. stigma and M. 
seenghala reveals the presence of nuclear extrusions in these 
species. In some oocytes of B. stigma a solitary vacuolated 
nucleolus-like body is marked out from the rest of the nucleoli 
by its larger size and whose vacuole contains a central gra- 
nule (Fig. 1). This granulated intranuclear body apparently 
resembles the yolk nucleus described in the literature’), ®). 
In M. seenghala the central granule is not very often seen 
and thus these bodies bear semblance to the vacuolated 
nucleoli (Fig. 2). These appear to migrate towards the peri- 
phery of the oocyte (Figs. 3—6). In the forms reported here, 
as these bedics approach the periphery they become spongy 





Fig. 1—10. Fig. 1. Barbus stigma; Fig. 2—10. Mystus seeghala. See 


text. Magnification: 1 475, 2 380x, 3 380x, 4 340x, 5 370x, 
6 250x, 7 190x, 8 170x, 9 170x, 10 140x 


(Fig. 8) and gradually lose their staining intensity and merge 
with the cytoplasm (Fig. 10). The presence of vacuoles in 
these structures, their migration towards the periphery and 
their final disappearance, is inconsistent with the teleostean 
yolk nucleus described by earlier authors!),?),®). 

As in the case of dab°) some of these bodies present a 
superficial appearance of a cell (Fig. 7) and some others have 
long pseudopodia like processes (Fig. 9) recalling the earlier 
descriptions of yolk nucleus!),®). Authors?),?) are of opinion 
that much remains to be solved as regards to the origin, 
growth and function of the yolk nucleus. The nuclear origin 
of the yolk nucleus has been suggested by WHEELER“) and 
others [review by CUNNINGHAM})]. 

In this paper the presence of intranuclear bodies similar 
to the conventional yolk nucleus and their migration into the 
cytoplasm is of interest. This may help scientists on this 
problem to re-examine the concept of the nuclear origin of 
the yolk nucleus. 


Department of Zoology, Banaras Hindu 


Varanasi-5 (India) 


University, 


A.G. SATHYANESAN 
Eingegangen am 28. Oktober 1958 


1) CUNNINGHAM, J.T.: Quart. J. Microsc. Sci. 40, 101 (1897). — 
2) Menpoza, G.: Proc. Iowa Acad. Sci. 61, 535 (1954). — ?) NARAIN, 
D.: Proc. Nat. Acad. Sci. India 21, 75 (1951). — 4) WALLACE, W.: 
Quart. J. Microsc. Sci. 47, 161 (1903). — 5) WHEELER, J.F.G.: 
Quart. J. Microsc. Sci. 68, 641 (1924). — ®) Wırson, E.B.: The 
cell in development and heredity. New York: Macmillan & Co. 1928. 
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Zur elekt ikroskopischen Struktur der Corticalmembran 

der Knochenfischeier 

Die von BECHER!), WICKLER?) und zahlreichen älteren 
Autoren auf Grund lichtoptischer Untersuchungen vertretene 
Ansicht, daß die Corticalmembran der Knochenfischeier von 
feinen, gleichmäßigen, radiärgestellten Kanälchen durchsetzt 
sei, ist durch Untersuchungen von SPEK®), STERBA*), SIEGEL®) 
u.a. in Frage gestellt worden. 

Elektronenmikroskopische Untersuchungen an Radiär- 
und Tangentialschnitten durch die Eihüllen des Buntbarsches 
Cichlasoma festivum (Fig. 1) erlauben folgende vorläufige Fest- 
stellungen: Die Corticalschicht dieser Art setzt sich im Ei- 
stadium III und IV aus2 Schichten zusammen. Die dicke Innen- 
schicht hat schwammgerüstartigen Charakter, die kleinen 
Binnenräume von 0,05 bis 0,24 Durchmesser sind dimensions- 
los eingestreut, das Gerüstwerk selbst zeigt zahlreiche, unge- 





Fig. 1. Ausschnitte aus einem Radiärschnitt durch die Cortical- 

membran des Eies von Cichlasoma festivum. a Grenzbezirk zwischen 

Ooplasma und Corticalmembran ; 6 Corticalmembran; c Außenschicht 

der Corticalmembran und primäre Eihülle. Vergr. 12000:1; 60 kv 
OsO, nach PALADE 


ordnete, in eine homogene Grundsubstanz eingeschlossene 
Proteidstrange. Die auffallend homogene, sehr dichte Grund- 
substanz der dünnen Außenschicht ist durch scharf abge- 
grenzte Aussparungen charakterisiert. Zentrifugal strebende, 
wurzelartig verzweigte Vorsprünge vermitteln den Eindruck, 
daß hier die Membran vorwächst. Dagegen läßt sich eine 
Umstrukturierung der äußeren Schicht in die innere im Be- 
reiche der Übergangszone vorerst nur vermuten. Aus dieser 
Struktur der Außenschicht erklären sich die besonders von 
BECHER!) analysierten Oberflächenbilder der Corticalschicht. 
Das elektronenmikroskopische Bild spricht gegen das Vor- 
handensein ideal radiärorientierter Kanälchen. Die bei diesem 
Objekt wie auch bei anderen Knochenfischeiern lichtoptisch 
bereits bei schwächeren Vergrößerungen sichtbare Radiär- 
streifung der Corticalschicht muß deshalb auf besondere 
Brechungsverhältnisse zurückgeführt werden. 


Zoologisches Institut der Friedrich-Schiller-Universität, Jena 
GÜNTHER STERBA und HANS FRANKE 
Eingegangen am 13. Oktober 1958 


1) BECHER, H.: Z. mikr.-anat. Forsch. 13, 591 (1928). — ?) Wick- 
LER, W.: Z. Zellforsch. 45, 304 (1956); 45, 641 (1957). — ?) Spek, J.: 
Protoplasma 9, 497 (1933). — 4) STERBA, G.: Z. Zellforsch. 46, 717 
(1957). — Z. mikr.-anat. Forsch. 63, 581 (1957). — 5) SIEGEL, G.: 
Wiss. Z. Fr. Schiller-Univ. 7, Math.-nat. Reihe 229 (1958). 


Die Bedeutung des Vaginalpfropfes bei der weiBen Maus 
(Mus musculus L.) 


Bei vielen Nagetieren bildet sich unmittelbar nach der 
Begattung aus Sekreten der männlichen akzessorischen Ge- 
schlechtsdrüsen ein schnell verhärtender Vaginalpfropf. Es 





gibt mehrere Hypothesen iiber seine Bedeutung. Der Vaginal- 
pfropf verhindert das Ausfließen der Spermien!); er preßt die 
Spermien in den Uterus?) u.a. Alle bestehenden Theorien 
halten jedoch bei der weißen Maus (Mus musculus L.) einer 
Untersuchung nicht stand. 

In den eigenen Versuchen wurde zunächst bei der Maus 
nach Beendigung der Begattung der sich bildende oder gerade 
gebildete Vaginalpfropf entfernt. Es kam daraufhin niemals 
zu einer Entwicklung von Embryonen oder zur Austragung 
von Jungen, obwohl Spermien durch Uteri und Tuben zu den 
Eizellen gelangten. Der erfolgte Deckakt konnte bei den 
Weibchen auch eine Pseudogravidität nicht verursachen. Im 
Sexualzyklus der Vagina fiel die nächste Brunst- oder Oestrus- 
periode nicht aus, wie es für die Pseudogravidität der Maus 
typisch ist®), sondern die Brunst trat mit geringer Schwan- 
kungsbreite regelmäßig auf. Die bei der Maus wie auch bei 
einigen anderen Nagetieren*) nach der spontanen Ovulation 
inaktiven Corpora lutea werden demnach offenbar nicht durch 
die Kopulation aktiviert, sondern durch den Vaginalpfropf. 
Dafür spricht auch, daß nach der Begattung mit einem vasekto- 
mierten Männchen, wobei ein normaler Vaginalpfropf gebildet 
wird, fast immer Pseudogravidität, also Aktivierung der 
Corpora lutea, auftritt. 

Der folgende Versuch brachte die Bestätigung, daß der 
Vaginalpfropf die Corpora lutea aktiviert. Zur Zeit des nor- 
malen Begattungstermins, der sich an der Wasserstoffionen- 
konzentration des Vaginalsekretes erkennen läßt°), wurde ein 
künstlicher Vaginalpfropf eingeführt. Dieser bestand, je nach 
der Größe der Vagina des jeweiligen Tieres, aus einem 5 bis 
8 mm langen Stück eines Laminariastiftes (BRAUN, Melsungen) 
von einem Durchmesser von 2 oder 3 mm. Der vor der Ein- 
führung angefeuchtete künstliche Vaginalpfropf wurde bis zu 
24 Std in der Vagina belassen und dann im mehr oder weniger 
gequollenen Zustand mit einer Pinzette entfernt. 

Nach dem Einsetzen des künstlichen Vaginalpfropfes 
wurde der Sexualzyklus der Vagina durch Ausstrichbild und 
Pu-Messung weiter verfolgt. Es zeigte sich, daß der Zyklus 
den für eine Pseudogravidität typischen Verlauf nimmt. Die 
nächste Oestrusperiode bleibt aus, und an ihrer Stelle findet 
man das Stadium der Ruhephase oder des Dioestrus. Dieses 
Ergebnis wird aber nur erzielt, wenn man den gequollenen 
künstlichen Vaginalpfropf so lange in der Vagina beläßt, daß 
er auch zur Zeit der Ovulation und eine Zeitspanne danach 
einwirken kann. Dies entspricht den Verhältnissen bei der 
normalen Begattung. Sie erfolgt vor der Ovulation®), und der 
Vaginalpfropf verbleibt durchschnittlich 18 bis 25 Std in der 
Vagina°). 

Die Bedeutung des Vaginalpfropfes liegt demnach in der 
Aktivierung der nach der spontanen Ovulation zunächst 
inaktiven Corpora lutea. Der Vaginalpfropf übt einen starken 
Druck auf Vagina und Cervix aus und verursacht dadurch 
offenbar eine nervöse Erregung. Sie wird über das Gehirn 
zur Hypophyse geleitet, und diese stimuliert ihrerseits wieder 
mit ihren Hormonen das Ovarium. 

Eine ausführliche Darstellung der Versuche und ihrer Er- 
gebnisse erfolgt an anderer Stelle. 

Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich für die 
Bereitstellung von Mitteln für die Untersuchungen. 


Zoologisches Institut der Universität, Marburg a.d. Lahn 

(Direktor: Prof. Dr. F. SEIDEL) 
J. LipKow 

Eingegangen am 13. November 1958 

1) LEUCKART, R.: In R. WAGNER, Handwörterbuch der Physio- 
logie, Bd. 4, S. 707—1000. Braunschweig: F. Vieweg & Sohn 1853.— 
2) LATASTE, F.: Zool. Anz. 6, 115 (1883). — ?) Parkes, A.S.: Proc. 
Roy. Soc. [London], Ser. B 100, 151 (1926). — *) EcKSTEIN, P.: 
Acta anat. [Basel] 7, 389 (1949). — 5) Lıpkow, J.: Z. vergl. Physiol. 
40, 593 (1958). — *) SNELL, G.D.: Biology of the laboratory mouse. 
New York: Dover Publication 1956. 


Nachweis einer relativ hohen Ausnutzbarkeit von Ca aus Calciumoxalat 
beim Wiederkäuer mit Hilfe von Ca*® 


Natives Calcium kann vom Wiederkäuer auch dann aus 
Futtermitteln (z.B. von der Zuckerrübenpflanze) ausgenutzt 
werden, wenn der native Oxalsäuregehalt stöchiometrisch den 
Calciumgehalt der Ration überwiegt, da aus allen nativen 
Oxalaten die Oxalsäure im Intestinaltrakt des Wiederkäuers 
zum Teil in erheblichem Umfang abgebaut wird!2), 1),3),5). Vom 
Intestinaltrakt ist der Pansen für den mikrobiellen Oxalsäure- 
abbau der Hauptort, wie für Calciumoxalat beim Kalb mit 
Hilfe des Schlundrinnenreflexes bewiesen wurde"). 
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In neueren langfristigen Untersuchungen beim Schaf wurde 
mit Hilfe von markiertem Calciumoxalat (Ca*) gefunden, 
daß die wahre Calciumresorption aus Calciumoxalat beim 
Wiederkäuer ein höheres Ausmaß erreichen kann, als bisher 
angenommen werden konnte. Unter Berücksichtigung der 
endogenen Calciumausscheidung ergibt sich für Calcium aus 
Calciumoxalat eine wahre Verdaulichkeit von 54,5 bis 72,5% 
des nach dem mikrobiellen Abbau der Oxalsäure zur Resorp- 
tion verfügbaren Calciums. Das resorbierbare Calcium aus 
Calciumoxalat erweist sic}; damit dem aus anderen nativen 
Calciumquellen in den meisten Fällen als gleichwertig, wenn 
nicht hinsichtlich seiner Ausnutzbarkeit überlegen. Die 
mikrobiellen Abbauquoten für Oxalsäure aus Calciumoxalat 
lagen in diesen Versuchen zwischen 30,38 und 59,52%. Die 
Retentionshöhe für Calcium aus Calciumoxalat ist, wie schon 
früher in eigenen Arbeiten nachgewiesen, auch hier nicht an 
die resorbierbare Calciumquote allein gebunden. 

Die auf Grund einer angenommenen, praktisch vollständig 
resorptionshemmenden Eigenschaft der Oxalsäure für Calcium 
gegebenen Empfehlungen hoher Calciumgaben für Milchkühe 
bei Verfütterung von Futtermitteln der Zuckerrübenpflanze 
sind demnach als unphysiologisch anzusehen. Sie führen zu 
einer Verstärkung des leistungsmindernden Belastungs- 
syndroms ‚„Rübenblattdurchfall‘‘14),2) und geben zu Fertilitäts- 
störungen Anlaß). 

Institut für Tierphysiologie und Tierernährung der Uni- 
versität, Göttingen 

H. BRUNE 
Eingegangen am 12. Januar 1959 





1) Brune, H.: a) Arch. Tierernähr. 3, 281 (1953). — Z. Tier- 
ernähr. Futtermittelkunde. b) 10, 102, 147 (1955); c) 12, 48 
(1957). —d) Dtsch. tierärztl. Wschr. 64, 488 (1957). — *) Brune, H., 
u. K.H. Sreck: Z. Tierernähr. Futtermittelkunde 11, 113 (1956). — 
3) Brune, H., u. O. KupricH: Z, Tierernähr. Futtermittelkunde 13, 
1 (1958). — *) Lenxert, W., u. H. Brune: Landwirtschaftsbl. 
Weser-Ems 105, 1832 (1958). — °) LEnKEIT, W.: Bericht des 2. Kongr. 
der Dtsch. Veterinärmed. Ges. Parey, Hamburg, 1958. 


Über die erste Schwimmblasenfüllung bei Cichliden 
(Pisces Acanthopterygii) 

K.E.v. Baer!) fand, daß Fischlarven mit ursprünglich 
gasfreier Schwimmblase diese erstmals durch Luftschnappen 
füllen. Das gilt zunächst für Physostomen [v. LEDEBUR?)]. 
Aber seit den Untersuchungen von v. LEDEBUR und Wun- 
DER’), Jacoss‘) u.a. an Gasterosteus, Lebistes, Hippocampus 
nimmt man allgemein an, daß auch Physoklisten ihre Schwimm- 
blase zum ersten Male an der Wasseroberfläche mit Luft 
füllen müssen, solange sie noch Larven und Physostomen 
sind [siehe z.B. SCHEER®), S. 507]. 

Einige Beobachtungen an verschiedenen Physoklisten 
lassen jedoch an der Richtigkeit dieser Verallgemeinerung 
zweifeln: Maulbrüter- Junge, die schon beim ersten Aus- 
schwimmen frei schweben können, müßten im Maul des 
Elternfisches Luft aufnehmen. Tiefseefische müßten an der 
Oberfläche pelagisch lebende Larven haben [HARDEN JONES 
und MARSHALL®)]. Ferner gibt es Fische (z.B. Opsanus), 
deren Larven nach dem Schlupf an der Unterlage festhaften, 
bis der Luftgang verschwunden ist [TRacy’)]; sie könnten 
höchstens mit Luft in Berührung kommen, falls das ,,Nest‘‘ 
bei Ebbe einmal fast trocken fällt. Besonders starke Zweifel 
ergeben sich bei den nicht-maulbrütenden Cichliden: 

a) Brutbiologie. Die meisten Arten legen ihre Eier auf 
feste Gegenstände oder in einer Höhle ab und pflegen sie und 
bewachen die noch ganz unentwickelt schlüpfenden Larven, 
die mit besonderen Organen an der Unterlage haften, in Gruben 
im Sand. Selbst wenn der Dottersack fast aufgezehrt ist und 
die Larven die ersten kleinen Schwimmversuche machen, 
werden sie von den Eltern stets sofort wieder eingefangen. 
Bald danach aber schwimmen sie völlig frei mit gefüllter 
Schwimmblase, bewacht von den Eltern, in Bodennähe 
umher. Zumindest im Aquarium leben in den oberen Wasser- 
schichten häufig revierlose Artgenossen, gegen die die Eltern 
ihre Jungen energisch verteidigen. Unter diesen Umständen 
ist es nahezu ausgeschlossen, daß die Jungen (speziell der 
Gattungen Etroplus, Hemichromis, Apistogramma, Aequidens, 
Cichlasoma) einzeln oder als Gruppe zur Oberfläche kommen, 
ehe sie freischwimmen. 

b) Anatomie. McEvEn®) fand ferner bei Hemichromis 
bimaculatus kein Lumen im Luftgang, der daher mit größter 
Wahrscheinlichkeit niemals benutzt werden kann. 

Aufzucht der Jungen unter Luftabschluß. Für diesen Ver- 
such wählte ich die Gattung Pterophyllum, die die Jungen 


nicht in Gruben am Boden sammelt, sondern sie an Wasser- 
pflanzen ziemlich hoch überm Boden aufhängt, weil hier die 
Larven noch am ehesten einmal an die Wasseroberfläche 
kommen können. In einem nach dem Prinzip der Wasch- 
flasche gebauten Gefäß ließen sich die Larven vom Ei an in 
ständig gefiltertem und geheiztem fließendem Wasser unter 
völligem Luftabschluß aufziehen. (Die von McEVEN angegebene 
„Aufzucht‘methode ist nicht einwandfrei.) 

Die Pterophyllum-Larven schlüpften am zweiten Tag 
(26,5° C); sie hafteten am Boden und an der Wand. Vier 
Tage später hängen sie noch, haben aber eine ganz kleine Gas- 
blase überm Dottersack, die mit freiem Auge noch nicht 
sichtbar ist. Am folgenden Tag schwimmen die Larven zum 
größten Teil frei. Sie haben noch einen Dottersackrest, fressen 
aber schon Infusorien. Bei allen ist die Schwimmblase mit 
freiem Auge als silberner, ovaler Fleck sichtbar; im Mikroskop 
ist die gasgefüllte Blase ganz deutlich. Larven mit sehr 
kleinem Dottersack schwimmen horizontal, offenbar völlig 
im Gleichgewicht, solche mit noch größerem Dottersack 
schieben beim Schwimmen den Vorderkörper schräg (bis über 
45°) aufwärts. Die Dottermasse ist schwerer als Wasser; auch 
abgelöste Eier fallen zu Boden. Das Gas in der Schwimmblase 
dieser Tiere kann nicht als Bläschen durch den Mund aufge- 
nommen worden sein. Cichlidenlarven — zumindest der 
untersuchten, sicher aber auch der anderen Arten mit ent- 
sprechender Brutpflege — können demnach tatsächlich ihre 
Schwimmblase zum erstenmal füllen, ohne an die Wasser- 
oberfläche zu kommen. Diese sicher phylogenetisch junge 
Fähigkeit wurde vermutlich in folgenden Schritten erreicht: 

1. Die Schwimmblase ist ursprünglich ein Atem- (und 
gleichzeitig Schwebe-) Organ. Sie hatte einen kurzen, weiten 
Luftgang und wurde selbstverständlich durch Luftschlucken 
gefüllt (Protopterus, Polypterus, Amia). 

2. Dieser Luftsack wird bei Teleosteern zum hydrostati- 
schen Organ spezialisiert, die Verbindung zum Oesophagus 
wird auf den engen Ductus pneumaticus reduziert, der zeit- 
lebens erhalten bleibt. Die Larve füllt die Schwimmblase 
zum erstenmal an der Wasseroberfläche durch viele kleine 
Luftschlucke mit Gas an, was oft länger als einen Tag dauert 
[z.B. bei Cyprinus carpio; WUNDER®)]. — Schon bei einigen 
Physostomen gibt es eine „Gasdrüse‘‘ [RAUTHER!®)], die es 
ihnen erlaubt, auch in größerer Wassertiefe den Gasgehalt der 
Schwimmblase zu erhöhen und den durch Wasserdruck und 
Komprimierung der Blase verursachten Auftriebsverlust aus- 
zugleichen. 

3. Die Schwimmblase verliert in einem bestimmten Alter 
des Tieres die Verbindung zum Oesophagus, der Fisch wird 
damit zum Physoklisten. Jetzt ist die ,,Gasdriise‘‘ besonders 
wichtig. Aber bevor der Luftgang obliteriert, muß die Larve 
an der Wasseroberfläche wenigstens eine ganz kleine Menge 
Luft schlucken, um damit die erste Schwimmblasenfüllung 
auszulösen (Gasterosteus, Hippocampus); vielleicht ist im 
Gasdrüsenbereich schon eine hohe CO,- und O,-Spannung 
vorhanden, der nur ein Gasraum zum Hineindiffundieren 
fehlt [Jacogs!!)]. Haben die Larven keine Gelegenheit zum 
Luftschlucken, verkümmert oder verschwindet die Schwimm- 
blase mit dem Luftgang [v. LEDEBUR und WuNDER’)]. 

4. Bei einigen Physoklisten schließlich ist der Luftgang 
überhaupt nicht mehr funktionsfähig; sie können die Schwimm- 
blase auch zum erstenmal füllen, ohne daß eine freie Gas- 
menge vorgegeben wird (s. oben). 

Zumeist wird diese Phylogenese in der Ontogenese der 
Physoklisten noch wiederholt, jedoch ist schon ein Fall be- 
kannt (Lepomis), wo die Schwimmblase nicht mehr als Aus- 
stülpung des Oesophagus aus dem Luftgang, sondern separat 
entsteht [Duwel2)]. 

Weitere Untersuchungen an verschiedenen Cichliden- und 
anderen Teleosteerlarven mit genaueren Vergleichen und 
unter verschiedenen Druckverhältnissen sind geplant. 

Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemein- 
schaft. 


Max-Planck-Institut für Verhaltensphysiologie, Seewiesen, 
Abt. Prof. Dr. K. LORENz WOLFGANG WICKLER 
Eingegangen am 12. Dezember 1958 


1) BAER, K.E.v.: Untersuchung über die Entwicklungsgeschich- 
te der Fische. Leipzig 1835. — *) LEDEBUR, J.v.: Z. vergl. Physiol. 
8 (1928). — %) LEDEBUR, J.v., u. W. WuNDER: Z. vergl. Physiol. 
25 (1937). —*) Jacoss, W.: Z. vergl. Physiol. 25 (1938). — °) SCHEER, 
B.T.: Comparative Physiology. London u. New York 1948. — 
6) HARDEN- JONES, F.R., u. N.B. MARSHALL: Biol. Reviews [Cam- 
bridge] 28, 16 (1953). — 7) Tracy, H.C.: Anat. Anz, 38 (1911). — 
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Meßkopf zur Durchblutungsregistrierung in Körperhöhlen 


Der Meßkopf, der nach dem bereits früher beschriebenen 
Prinzip der Wärmeleitmessung arbeitet!), wurde speziell zur 
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Fig. 1. Ansicht des Meßkopfs. Hr Heizring; Bt Thermobatterie und 
Heizleitung; «.R. ungeheizter Ring; Sp Spitze; P Plexiglasrohr; 
Ltg Heiz- und MeBleitungen; Sch PVC-Schlauch 


fortlaufenden Durchblutungsregistrierung im Inneren des 
menschlichen Uterus konstruiert. Er kann jedoch — mit ent- 
sprechenden Abmessungen — auch zur Durchblutungsmes- 
sung in anderen Körperhöhlen bei Mensch und Tier verwendet 
werden (Fig. 1). 

Um einen hohlen zylindrischen Plexiglaskörper von 3 mm 
Außendurchmesser sind 2 Ringe aus Feingold gelegt. Der 
distale Ring (Heizring) enthält im Inneren in einer zirkulären 
Nut einen isolierten Heizdraht aus Konstantan von 0,1 mm 
Stärke, dessen Enden an 0,1 mm starke Kupferdrähte ange- 
lötet sind. Ferner enthält der Heizring 3 feine Bohrungen im 
Abstand von je 120°, welche die Meßlötstellen einer Thermo- 
batterie aus 3 Kupfer-Konstantan-Thermoelementen von 
0,06 mm Drahtstärke enthalten. Die drei Gegenlötstellen der 
Thermobatterie befinden sich in entsprechenden Bohrungen 
des zweiten, ungeheizten Ringes. Die Lötstellen sind durch 
vorn verschlossene Glaskapillaren isoliert und mittels Brenn- 
lack in den entsprechenden Bohrungen befestigt. Die Drähte 
der Thermobatterie und die Zuleitungen zum Heizdraht im 
Inneren des Plexiglaszylinders sind durch Glaskapillaren iso- 


liert. Die Heizleitung und die Meßleitung der Thermobatterie 
sind mit isolierten Kupferlitzen von 0,8 mm Außendurch- 
messer verlötet, die in einem PVC-Schlauch von 3 mm Außen- 
durchmesser verlaufen, welcher auf den Plexiglaskörper was- 
serdicht aufgeschoben ist. 

Der Meßkopf wird in den Uterus bzw. eine andere Körper- 
höhle so eingeschoben, daß er allseitig von Gewebe möglichst 
dicht umschlossen wird. Der Heizring wird mit konstantem 
Wechselstrom geheizt, so daß er etwa 3° Übertemperatur 
gegenüber dem ungeheizten Ring annimmt. Die Übertempe- 
ratur wird um so kleiner, je höher die Durchblutung des um- 
liegenden Gewebes ist. Die fortlaufend registrierte Tempera- 
turdifferenz zwischen beiden Ringen ist somit ein umgekehrt 
verhältnisgleiches Maß für die Durchblutungsgröße des Ge- 
webes. 


Marburg/Lahn, Physiologisches Institut 


HERBERT HENSEL 
Eingegangen am 30. Oktober 1958 


1) HENSEL, H., u. F. BENDER: Pflügers Arch. 263, 603 (1956), 





Ein fluor ikroskopischer Nachweis von Polyvinylpyrrolidon 
im Gewebe 


Der Nachweis von Polyvinylpyrrolidon (PVP) im Gewebe 
hat wegen der Frage nach dem Verbleib des Kolloids im Orga- 
nismus Interesse. Bei den gewöhnlichen histologischen Fixa- 
tions- und Färbemethoden wird jedoch das PVP wegen seiner 
guten Wasser- und Alkohollöslichkeit ausgewaschen. Wir 
haben daher zum Nachweis der Substanz die Beobachtung 
ausgenutzt, daß das PVP in konzentrierter Ammoniumsulfat- 
lösung schwer löslich ist und gleichzeitig Farbstoffe absorbieren 
kann. Wenn daher Gefrierschnitte in einer 30 %igen (NH,),SO,- 
Lösung, die gleichzeitig Eosin enthält, aufgefangen werden, so 
läßt sich im Fluoreszenzmikroskop das PVP auf einfachste 
Weise direkt im Gewebe erkennen. 

Die ausführliche Mitteilung ist hierzu in den Acta histo- 
chemica im Druck. 


Physiologisch-Chemisches Institut der Universität des Saar- 
landes, Homburg] Saar 


R. Ammon und G. MoHn 
Eingegangen am 28. Oktober 1958 
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Handbuch der Physik. Encyclopedia of Physics. Hrsg. 
von S. FLÜGGE. Bd. 48: Geophysik II. Redaktion J. BARTELS. 
Berlin-Göttingen-Heidelberg: Springer 1957. VIII, 1045 S. 
u. 497 Fig. Gr.-8°. Gzl. DM 198.—. 

Der Band enthält im wesentlichen meteorologische und 
ozeanographische Probleme. Ein kurzes Kapitel von S. Sa- 
KUMA und T. Nacata: „Physikalische Vulkanologie‘‘, das 
man eher im 47. Bande suchen würde, beabsichtigt, die frühe- 
ren mehr qualitativen Betrachtungen auf diesem Gebiete 
durch strengere quantitative physikalische und geophysi- 
kalische Untersuchungen zu ersetzen oder zu erweitern. 

Es wird für den Redakteur der 3 Bände Geophysik nicht 
leicht gewesen sein, das Gesamtgebiet der heutigen Geo- 
physik, soweit es physikalischen Methoden zugänglich ist, 
in drei etwa gleich umfangreiche Bände mit vernünftigen 
Stoffabgrenzungen unterzubringen. Die früheren Hand- 
bücher boten dafür nur unzureichende Anhaltspunkte, da ganz 
neue Arbeitsgebiete zu den früheren hinzugekommen sind. 


Der mit dem Gesamtgebiet noch einigermaßen Vertraute 
wird sofort den Eindruck gewinnen, daß es Prof. BARTELS 
gelungen ist, für jedes Teilgebiet des gewaltigen Stoffes solche 
Bearbeiter zu finden, die selbst in den beiden letzten Jahr- 
zehnten am meisten beigetragen haben zum Ausbau des be- 
treffenden Gebietes. Man befindet sich immer in bester Füh- 
rung und spürt, daß die wichtigsten Phasen der Entwicklung 
herausgearbeitet worden sind und daß auch die unmittelbar 
zu erwartende Weiterentwicklung, die Problematik des Ge- 
bietes in ausgezeichneter Weise dargestellt oder doch sehr 
klar angedeutet ist. 


Die Hälfte der Arbeiten ist englisch geschrieben (507 von 
1011 Seiten), 463 Seiten deutsch, 41 Seiten französisch. 

Der erste Beitrag von ELIASSEn und KLEINSCHMIDT jr. 
behandelt die „Dynamische Meteorologie‘. Im Vordergrund 
stehen die aktuellen Probleme der Entstehung und des Aufbaus 
der Zyklonen, der jet-stream, die Allgemeine Zirkulation der 
Atmosphäre und die numerische Wettervorhersage, für die 


ELIASSEN die Bezeichnung ,,Physikalische Wettervorhersage“ 
vorzieht und vorschlägt, da nicht Extrapolation und Statistik, 
kurz der große rechnerische Aufwand den Ausschlag gibt, 
sondern die zugrunde liegenden physikalischen Gleichungen. 
Die ‚Numerische Wettervorhersage‘ läuft hinaus auf die 
numerische Integration der atmosphärischen Bewegungs- 
gleichungen, wobei die Kontinuitäts- und Randbedingungen, 
die Reibung und alle Formen der Energiezufuhr berücksichtigt 
werden müßten. 

Der erste Schritt zur Lösung des Problems war die Aus- 
schaltung der Wellen kleiner Amplitude, die man als meteoro- 
logischen Lärm bezeichnet, durch entsprechende Abänderung 
der prognostischen Gleichungen. Der Leser bekommt ein 
klares Bild des gegenwärtigen Standes dieses wichtigen und 
aussichtsreichen Forschungsgebietes der atmosphärischen Dy- 
namik, das wohl bei Berücksichtigung der Reibung demnächst 
auch die Wetterfronten zur Darstellung bringen wird. 

KLEINSCHMIDT behandelt unter weitgehender Benutzung 
seiner eigenen, sehr aufschlußreichen und exakten Beiträge 
sowie anderer Arbeiten die neuesten Untersuchungen über 
Zyklogenese, jet-stream, Kaltlufttropfen (cut-off), die schönen 
Ergebnisse der Arbeiten von F. DEFANT und die neuen An- 
schauungen über die allgemeine Zirkulation der Atmosphäre, 
besonders in tropischen Breiten, für die seit Erscheinen des 
Buches bereits wieder (FLOHN) neue Bestätigungen und Er- 
weiterungen zum Teil im Zusammenhang mit dem Inter- 
nationalen Geophysikalischen Jahr vorliegen. 

Auf die Behandlung der ,, Dynamischen Meteorologie‘ im 
1. Abschnitt folgt die Behandlung der ‚Strahlung in der 
unteren Atmosphäre‘ im 2. Beitrag, den F. MÖLLER geschrie- 
ben hat. Auch hier ist also ein am Fortschritt der letzten 
Jahre besonders beteiligter Fachmann als Bearbeiter ge- 
wonnen worden, der — Linke-Schüler — das gesamte Gebiet 
von Grund aus kennt und mit zahlreichen kritischen Bemer- 
kungen dem Leser zur Hilfe kommt. Besonders das schöne 
Kapitel über die ,,langwellige Wärmestrahlung in der Atmo- 
sphäre‘ gibt einen vortrefflichen Überblick über den augen- 
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blicklichen Stand unserer Kenntnisse über die Strahlungsvor- 
gänge in der Atmosphäre. 

I. BRIcArRD wendet im wesentlichen die Theorien von 
MIE-DEBYE und S. CHANDRASEKHAR auf die Diffusion des 
Lichts durch Wolken, Nebel und Niederschlag an. In dieses 
Kapitel hätte eine Behandlung der Halo-Erscheinungen sehr 
gut gepaßt; das Wort ‚Halo‘ sucht man aber bedauerlicher- 
weise vergebens im Sachverzeichnis des ganzen Buches. 

BricarDs Artikel leitet über zu dem äußerst interessan- 
ten Beitrag der „Physik der Wolken‘ von F.H. LupLam und 
B. J. Mason, in dem die neuen, hauptsächlich in den Vereinig- 
ten Staaten durchgeführten Versuche zur Regenerzeugung 
kritisch betrachtet werden mit der Schlußfolgerung, daß diese 
Versuche ,,represent an exciting development in meteorology“ 
und daß es bedauerlich ist, daß übertriebene Behauptungen 
dieses ganze, zweifellos sehr interessante Problem in Mißkredit 
zu bringen drohen. 

In den Rahmen der meteorologischen Probleme gehören 
dann noch ein Beitrag von A.C.B. LovELL über die ,,Geo- 
physik der Meteore‘‘, von Everett F. Cox über ,,Schallaus- 
breitung in der Luft‘ sowie von R. MUHLEISEN über ,, Atmospha- 
rische Elektrizitat‘‘. Die Ionisation in der Meteorbahn bietet 
mit Hilfe der Radiotechnik ein vortreffliches neues Hilfs- 
mittel zur Windbestimmung in der Atmosphäre in den Ni- 
veaus von 80 bis 120 km. 

MÜHLEISEN gibt zuerst, was der Leser sehr angenehm 
empfindet, einen kurzen Überblick über die historische Ent- 
wicklung und behandelt anschließend die Erzeugung der 
elektrischen Ladungen in der Atmosphäre durch kurzwelliges 
Licht, durch kosmische Strahlung, durch radioaktive Sub- 
stanzen im Erdboden und in der Atmosphäre. Langlebige 
Spaltprodukte können sich wochenlang in der Atmosphäre 
halten. Besonders wertvoll ist die eingehende Darstellung 
der Ergebnisse von JUNGE über die Verteilung der Ionen ver- 
schiedener Größe, der Kondensationskerne, des Wachstums 
der Kerne durch Koagulation, der elektrischen Ladung der 
Kerne und ihres Einflusses auf die Gewitterbildung u.v.a. 

Ein schönes, in sich abgeschlossenes Kapitel ist der Bei- 
trag von H.K. Partzo_p und E. REGENER ,,Ozon in der Erd- 
atmosphäre‘. Der unvergeBliche REGENER hat noch bei der 
Aufstellung der Disposition des Stoffes mitgewirkt. Das 
Ozonproblem ist von besonderem Reiz wegen seiner engen 
Beziehungen zur reinen Physik und Astrophysik, zur Physik 
der freien Atmosphäre und zu bioklimatischen Fragen. Die 
Höhenverteilung des Ozons und die jahreszeitlichen Schwan- 
kungen geben indirekt Aufschluß über Hebungs- und Sen- 
kungsvorgänge und über die jahreszeitliche Oszillation der 
Atmosphäre, das bodennahe Ozon über den atmosphärischen 
Austausch. 

In dem zweiten ozeanographischen Hauptabschnitt bringt 
die etwas weitgehende Unterteilung des Stoffes eine leichte 
Uneinheitlichkeit in diesen Teil des Buches, die sich aber 
wohl nicht vermeiden ließ. 

Die Ozeanographie von H.U.SvERDRUP, wohl seine 
letzte Arbeit vor seinem allzufrühen Tode (1957), behandelt 
die allgemeinen physikalischen Probleme der Meere ohne 
Wellen und Gezeiten, also im wesentlichen Instrumente und 
Beobachtungsmethoden, darunter das interessante Verfahren 
des Kullenberg-Lots bei der schwedischen Albatross-Expedi- 
tion zur Gewinnung von Bodenproben des Meeresgrundes 
in Gestalt von Stanzkernen bis zu 20 m Länge, was mehr als 
20 Millionen Jahren der Erdgeschichte entspricht. Dazu 
kommt das seismische Verfahren von W.M. EwınG zur Fest- 
stellung der Gesamtdicke des Sediments der Ozeanböden 
(Atlantik 4000 m, Pazifik 300 bis 400 m, ein noch ungelöstes 
Problem). 

Ein sehr interessantes Kapitel stellt die ganz neue Dis- 
kussion der ,,Oberflachenwellen des Meeres“ durch H.U. 
Rorr dar. Die mathematische Behandlung der reinperiodi- 
schen Wasseroberflächenwellen ist seit langem bekannt, aber 
erst seit etwa einem Jahrzehnt versucht man, den wirklichen 
Seegang mit allen seinen Unregelmäßigkeiten zu messen und 
mathematisch darzustellen. Die Darstellung ist durch gute, 
instruktive Abbildungen unterstützt. Die Vorgänge bei Ent- 
stehung, Wachstum, Zerfall und Vernichtung der Meeres- 
wellen z.B. durch Brandung, die im II. und III. Teil des 
Bandes behandelt wurden, sind noch weitgehend ungeklärt. 
Ihre Diskussion ist aber besonders interessant, da sie mitten 
hineinführt in die derzeitige Forschungsarbeit. 

„Die Flutwellen und Gezeiten des Wassers‘‘ von A. DE- 
FANT bilden ein vertrautes Kapitel der Ozeanographie, das 
in bekannt vollendeter Form von DEFANT wiederholt in 


Lehr- und Handbüchern dargestellt worden ist. Der größte 
Teil aller dieser Ergebnisse ist DEFANT selbst zu verdanken. 
Es ist der Teil der Geophysik, bei dem Theorie und Erfahrung 
am besten übereinstimmen. Ein interessanter Abschnitt be- 
handelt die Gezeitenreibung in Beziehung zu kosmischen 
Problemen. Die Gezeiten des festen Erdkörpers finden ihre 
ausführliche Darstellung in dem Beitrag von R. TOMASCHEK 
„Jides of the Solid Earth“. 

Den Abschluß des Gezeitenabschnitts bildet eine ausge- 
zeichnete Darstellung der ‚Atmosphärischen Gezeiten‘ durch 
W. Kertz. Am Grunde des Luftmeeres beobachten wir die 
Gezeiten vorwiegend als Luftdruckschwankungen. Die halb- 
tägige, mit Ortszeit wandernde Welle W2 stellt die größte 
Gezeitenschwingung dar. Die planetarische ganztägige Welle 
ist dagegen nur sehr klein. Aus der Phasenlage der halb- 
tägigen Welle W? geht hervor, daß sie nicht allein durch 
Gravitationskräfte erregt sein kann. Die Größe ihrer Ampli- 
tude wurde als Resonanzvergrößerung durch eine Eigen- 
schwingung der Atmosphäre erklärt. CHAPMAN berechnet sie 
unter Annahme eines Gravitations- und eines thermischen 
Anteils. Es ergibt sich eine Resonanzvergrößerung um das 
67fache. Haurwitz und MÖLLER führten auf Grund eines 
umfangreichen Beobachtungsmaterials die Berechnung er- 
neut durch. KERTZz gibt aber an, daß die von ihnen benutzte 
Amplitude der erregenden Temperaturwelle 6,6mal größer 
sein müßte, um die Erscheinung zu erklären. SIEBERT, 
dessen Darstellung KERtTz im wesentlichen folgt, nahm ein 
höhenunabhängiges Strahlungsglied als thermische Erregung 
der W? an und fand mit einem einfachen Atmosphärenmodell, 
das nur einen Eigenwert bei 10 km besitzt und keinen zusätz- 
lichen bei 8km, wie die neuerliche Resonanztheorie von 
TayLor und PEKERIS fordert, daß damit nicht nur die W2, 
sondern auch die !/, und !/‚tägigen Variationen erklärt werden 
können. Aber die kleine ganztägige Welle wird damit immer 
noch nicht erklärt, denn das ganztägige Strahlungsglied der 
Temperatur müßte doch sicher größer sein als das beobachtete 
halbtägige. So bleibt das Problem immer noch ungelöst. 
Vielleicht wird die ganztägige Welle in der Atmosphäre aus- 
gelöscht. L. WEICKMANN (Bad Kissingen) 


Ebers, Edith: Vom großen Eiszeitalter. (Verständliche Wissen- 
schaft, Bd. 66.) Berlin-Göttingen-Heidelberg: Springer 1957. 
V, 138S. u. 77Abb. Kl.-8°. Gzl. DM 7.80. 

Neben die großen neueren Werke über das Eiszeitalter von 
R.F. FLinT, R. v. KLEBELSBERG und P. WoLDsTEDT, die sich 
in erster Linie an den Forscher, akademischen Lehrer und 
Studenten wenden, stellt sich diese viel gedrängtere Dar- 
stellung, die ganz im Sinne der Reihe, in der sie erschien, nach 
Stoffauswahl und Sprache auf einen großen, auch laienhaften 
Leserkreis abgestimmt ist. Der innere Aufbau ist vom Stoff 
und Zweck des Büchleins her diktiert und ähnelt zugleich dem 
der großen Vorläufer. Die ersten Kapitel wecken, ausgehend 
von glaziologischen Grundlagen, das Verständnis für die 
glazialen Vorgänge und Formen im allgemeinen und vermitteln 
einen Überblick über die Klimageschichte des Quartärs, ehe 
mit größerer Ausführlichkeit die einstigen Vereisungsgebiete 
in weltweiter Schau, aber unter besonderer Betonung der 
europäischen Verhältnisse zur Darstellung gelangen. Einem 
Abschnitt über die Geschichte des Mittelmeeres und der Ost- 
see, der mit den eustatischen Meeresspiegelschwankungen ver- 
traut macht, folgt die Schilderung der Pflanzen- und Tierwelt 
und der Entfaltung des Menschengeschlechts. Einige Kapitel 
wie das über die mehrfache Wiederkehr der Vereisungen oder 
das über ,,Bandertone, Kohlestückchen und Blütenstaub als 
Eiszeituhren“ führen dem Leser im besonderen auch spezielle 
Arbeitsweisen des Eiszeitforschers vor Augen. Den Abschluß 
bildet eine kurze Würdigung der wichtigsten Theorien über die 
Ursachen der großen Vereisungen. So bietet das Büchlein 
im ganzen trotz seiner Kürze nicht nur einen Gesamtüberblick 
über das Eiszeitalter, sondern zugleich auch einen Einblick 
in die Eiszeitforschung selbst, in ihre Methoden, ihre Ergeb- 
nisse und Probleme. Die Darstellung ist anschaulich, flüssig, 
treffend und wirkungsvoll. Gerade im Hinblick auf die vom 
Zweck des Buches her erforderliche Vereinfachung der Aus- 
sage verdient ihre doch immer gewahrte Verläßlichkeit beson- 
dere Hervorhebung. In der Auswahl der Beispiele hat die 
Verfasserin eine glückliche Hand gehabt. Das Buch wird 
gewiß in weiten Kreisen seine Freunde finden. Es kann vor 
allem den Lehrern aller Schulgattungen und den Schülern 
höherer Lehranstalten warm empfohlen werden. Studenten 
werden es als Repetitorium mit Gewinn verwenden können. 

H. Poser (Hannover) 
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